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resumo 
 
 
Esta tese descreve diversas estratégias de preparação assim como a 
caracterização de nanocompósitos com base em distintos biopolímeros. Em 
particular foi estudada a incorporação de nanopartículas (NPs) metálicas, 
nomeadamente de Ag, Cu e Au. Estes nanomateriais apresentam um potencial 
prático enorme em diversas áreas, no entanto foi investigada especificamente 
a sua aplicação como materiais antimicrobianos.  
 
No primeiro capítulo apresenta-se uma revisão bibliográfica, onde são 
realçados os principais tópicos discutidos ao longo da tese. Inicialmente 
apresenta-se uma contextualização deste trabalho sendo seguidamente 
apresentadas algumas considerações sobre nanocompósitos e o seu impacto 
tecnológico atual. Em seguida, descrevem-se as vantagens do uso de NPs 
como cargas nos materiais compósitos especificamente no caso de 
bionanocompósitos. Foi focado o uso da celulose como matriz uma vez que foi 
o composto “base” usado neste trabalho. Fez-se a descrição exaustiva das 
metodologias existentes na literatura para a preparação dos nanocompósitos 
celulósicos com diferentes NPs metálicas assim como das respetivas 
aplicações. Dentro das aplicações, foi dado especial destaque às propriedades 
antimicrobianas dos materiais preparados seja a nível da sua atividade 
antibacteriana ou antifúngica. Esta introdução privilegia o trabalho relacionado 
diretamente com os sistemas descritos nos capítulos subsequentes. 
 
No segundo capítulo apresentam-se os resultados obtidos para 
nanocompósitos de prata em matriz celulósica. Através do uso de 
metodologias, tais como a síntese in situ e a pós-deposição, foram preparados 
diversos materiais usando dois substratos celulósicos distintos nomeadamente 
a celulose vegetal e bacteriana. Estes nanocompósitos foram caracterizados 
em termos da sua morfologia e composição química, verificando-se a 
importância destas características na sua atividade antibacteriana. Foi 
verificado que nanocompósitos com teores de Ag de 5 x 10-4 (% m/m) são 
suficientes para obter atividade antibacteriana. A libertação de Ag(I) foi 
estudada em alguns destes materiais de modo a tentar perceber o mecanismo 
subjacente a este tipo de nanocompósitos.  
 
No terceiro capítulo é apresentado o estudo de NPs coloidais de Ag e Au como 
cargas para a preparação de nanocompósitos à base de quitosano não-
modificado e modificado quimicamente (derivado solúvel em água e derivado 
anfifílico). Foram preparados filmes finos de espessura de 9-14 µm, 
caracterizando-se as suas propriedades óticas e antibacterianas. As 
propriedades óticas foram ajustadas, quer pela variação do teor de NPs de Ag 
(0,3-3,9% m/m) ou pela utilização de amostras de NPs com distribuição de 
tamanho de partícula distinta. Foi investigada a atividade antibacteriana tanto 
para bactérias Gram-negativas (Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli) 
como para Gram-positivas (Staphylococcus aureus).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
resumo 
(cont.) 
 
 
Para nanocompósitos preparados com o quitosano não modificado verificou-se 
uma dependência em função do teor de Ag. No caso do uso de derivados 
modificados, os materiais preparados mostraram uma eficiência superior, 
mesmo sem NPs de Ag. 
 
No quarto capítulo é apresentada a síntese e caracterização de 
nanocompósitos de pululano e NPs de Ag. Neste estudo é avaliada a atividade 
antifúngica dos filmes compósitos preparados contra o Aspergillus niger 
usando protocolos padrão. Estes materiais foram preparados na forma de 
filmes (66-74 µm de espessura) por evaporação de solvente da mistura de 
pululano e coloides de Ag. Foi observado o aumento da inibição do fungo na 
presença dos nanocompósitos, tendo sido pela primeira vez mostrado o efeito 
disruptivo destes materiais sobre os esporos do A. niger através da análise das 
imagens de SEM. Este efeito ocorre na presença dos filmes devido à presença 
das cargas de NPs de Ag dispersas no pululano. 
 
O desenvolvimento de materiais de papel com NPs de Cu é um desafio devido 
à propensão destas espécies em oxidar sob condições ambiente. No quinto 
capítulo é descrita pela primeira vez o estudo comparativo do crescimento e 
estabilidade de NPs de Cu em celulose vegetal e bacteriana. Para além disso 
foi avaliado o uso de nanoestruturas com diferentes dimensionalidades como 
cargas, nomeadamente nanoesferas e nanofios. Foi observado que o uso de 
nanofios aumenta a resistência à oxidação destes nanocompósitos para 
tempos de exposição ao ar mais prolongados. As matrizes celulósicas 
apresentam comportamento distinto no crescimento e/ou adsorção das NPs de 
Cu. A celulose bacteriana foi o substrato mais eficiente para retardar a 
oxidação das NPs. A atividade antibacteriana destes nanocompósitos foi 
avaliada. 
 
Ao longo desta dissertação são apresentados métodos distintos para a 
obtenção de nanocompósitos com base em biopolímeros e NPs metálicas. 
Estes estudos permitiram não só a preparação de novos nanocompósitos mas 
também compreender e otimizar os mecanismos subjacentes à sua 
preparação. Ao mesmo tempo, este trabalho contribuiu para a transferência de 
tecnologia e conhecimento entre a área da Nanotecnologia e a área dos 
materiais derivados de fontes renováveis. As propriedades apresentadas por 
estes nanomateriais mostraram a sua possível aplicação como novos materiais 
antimicrobianos, no entanto é possível antecipar futuras aplicações em outras 
áreas tecnológicas. 
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abstract 
 
This thesis describes different preparative strategies for preparation and 
characterisation of biobased nanocomposites. It was studied the incorporation 
de metallic nanoparticles (NPs), namely Ag, Cu and Au. These nanomaterials 
present an enormous practical potential in diverse fields, however it was 
specifically been investigated their application like antimicrobial materials.  
 
In the first chapter a literature review is presented, where are highlighted the 
main topics discussed throughout the thesis. Initially the fundamentals aspects 
concerning this study are briefly presented and then some consideration about 
the nanocomposites and its current technological impact. Then it was described 
the advantages of using NPs as fillers in composite materials specifically in 
case of bionanocomposites. It has been focused on the use of cellulose as 
matrix since it was the main compound used in this work. There was made a 
detailed description of the methodologies reported in literature for the 
preparation of cellulosic based metallic NPs nanocomposites as well as the 
corresponding applications. Within the applications, it was give special 
emphasis to the antimicrobial properties, antibacterial or antifungal, of the 
prepared materials. This introduction highlights the work directly related with 
the systems described in the subsequent chapters. 
 
In the second chapter the results obtained for cellulose/silver nanocomposites 
are presented. Various materials were prepared using two different cellulose 
substrates including vegetable and bacterial cellulose through the use of 
methods such in situ synthesis and electrostatic assembly. These 
nanocomposites were characterized in terms of their morphology and chemical 
composition, verifying the importance of these characteristics on their 
antibacterial activity. It was found that nanocomposites with silver content of 
5 x 10-4 (% w/w) make them effective antibacterial materials. The silver ion 
release was studied to a better understanding of the antibacterial mechanism 
underlying to this type of nanocomposites. 
 
In the third chapter the study of colloidal Ag and Au NPs as fillers for the 
preparation of nanocomposites based on unmodified and chemically modified 
chitosan (water-soluble and amphiphilic derivatives) is presented. The 
nanocomposites were used to prepare cast thin films (9-14 µm thickness) that 
are characterized for their optical and antibacterial properties. The optical 
properties were adjusted either by varying the Ag NPs content in the films 
(0.3-3.9% w/w) or by using samples of Ag NPs with distinct particle size 
distribution. The antibacterial activity towards both Gram-negative 
 (K. pneumoniae and E. coli) and Gram-positive bacteria (S. aureus) was 
investigated for the various composites. For the unmodified chitosan 
nanocomposites, the bactericidal effect depended on their Ag content. For the 
modified ones, the materials prepared showed a superior efficiency, even 
without Ag NPs. 
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In the fourth chapter the synthesis and characterization of pullulan/Ag 
nanocomposites is presented. In this study the antifungal activity of composite 
films of pullulan and Ag NPs against A. niger was evaluated using standard 
protocols. These materials were prepared as transparent cast films (66-74 µm 
thickness) from Ag hydrosols containing the polysaccharide. Fungal growth 
inhibition was observed in the presence of the silver nanocomposite films. 
Moreover, disruption of the spores cells of A. niger was probed for the first time 
by means of scanning electron microscopy. This effect occurs in the presence 
of the nanocomposites due to Ag NP dispersed as fillers in pullulan. 
 
The design of paper products based on copper NPs is a challenge because of 
the intrinsic propensity of Cu to oxidize in contact with air. In the fifth chapter a 
comparative study on the growth and chemical stability of Cu NPs in vegetable 
and bacterial cellulose is described for the first time. Cu nanospheres and Cu 
nanowires (NWs), in both types of cellulose. Cu NWs were found to be more 
resistant to oxidation caused by prolonged air exposure than the Cu 
nanospheres. The cellulosic matrices behave differently for the growth or 
adsorption of the Cu nanofillers. Bacterial cellulose fibers were the most 
efficient substrate to delay surface oxidation. The antibacterial activity of these 
nanocomposites was evaluated. 
 
In this thesis different methods for obtaining nanocomposites based on 
biopolymers and metallic NPs are presented. These studies not only allowed 
the preparation of new nanocomposites but also understand and optimize the 
mechanisms underlying their preparation. This work has contributed to the 
transfer of technology and knowledge between the areas of Nanotechnology 
and materials derived from renewable sources. The properties provided by 
these nanomaterials have shown their potential application as new 
antimicrobial materials; however it is possible to anticipate future applications in 
other technological areas. 
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1.1 Enquadramento deste trabalho 
A investigação em materiais nanoestruturados é uma área de desenvolvimento em 
crescimento rápido no domínio da Ciência e Engenharia de Materiais. Esta investigação 
interdisciplinar não representa apenas uma alternativa para a conceção de novos materiais como 
abre portas a aplicações promissoras numa multiplicidade de áreas, nomeadamente, ótica, catálise, 
eletrónica, mecânica, energia, ambiente, biologia e medicina. Os nanocompósitos são materiais que 
se destacam atualmente no estudo em novos materiais. De entre os vários tipos de nanocompósitos 
existentes, este trabalho foca materiais constituídos por nanopartículas (NPs) inorgânicas dispersas 
em matrizes de biopolímero [2, 3]. 
A aplicação de NPs inorgânicas nos materiais compósitos atraiu um enorme interesse devido 
às propriedades únicas evidenciadas por estes sistemas, normalmente distintas dos materiais 
macrocristalinos quimicamente análogos. Os recentes avanços na síntese e aplicação controlada 
deste tipo de partículas permitiu controlar/modular diversas características como por exemplo o 
tamanho, a forma e a sua modificação superficial. Estes progressos favoreceram o desenvolvimento 
de novos materiais onde propriedades distintas podem ser conferidas aos materiais finais [4, 5]. 
Entre a diversidade de nanoestruturas inorgânicas, nesta tese estudou-se a aplicação de NPs 
metálicas, nomeadamente de Ag, Au, e Cu. Esta escolha deveu-se às propriedades óticas que 
apresentam [6] mas principalmente à sua possível utilização como agentes antimicrobianos [7-9], 
aspeto crucial nesta investigação. 
A incorporação das NPs metálicas em substratos sintéticos é já um processo recorrente, no 
entanto o uso de substratos de origem natural não tem sido tão estudado. Por conseguinte, a 
utilização de biopolímeros como a celulose, o amido, o alginato, o pululano, o dextrano, o 
carragenano e o quitosano, entre outros, tem ganho uma grande relevância. Este facto deve-se à sua 
natureza renovável e potencial biodegradabilidade, de modo a promover o desenvolvimento 
sustentável, e também à variedade de morfologias que podem ser exploradas, dependendo da 
funcionalidade prevista [10, 11]. 
Neste contexto, a ideia chave deste trabalho foi a preparação de diversos nanocompósitos 
com biopolímeros, que em circunstâncias específicas, possam substituir materiais convencionais. 
Os biopolímeros investigados foram a celulose (vegetal e bacteriana), o quitosano e o pululano 
devido às suas propriedades específicas e estruturais. No caso da celulose, além da sua abundância, 
destaca-se a larga utilização em materiais de embalagem, fibras têxteis, revestimentos, membranas 
de separação e, especificamente a celulose bacteriana, no campo da medicina [12-14]. 
No quitosano e respetivos derivados evidenciam-se as características filmogénicas e atividade 
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antimicrobiana, propriedades bastante interessantes do ponto de vista tecnológico e com 
aplicabilidade comercial, desde o tratamento de águas residuais à indústria alimentar, cosmética e 
biomédica ou farmacêutica [15, 16]. O pululano foi selecionado devido à capacidade de obtenção 
de filmes transparentes e termicamente estáveis que podem ser usados em materiais de embalagem, 
processamento de alimentos e em diversas aplicações farmacêuticas [17]. 
No laboratório do CICECO e Departamento de Química da Universidade de Aveiro têm sido 
realizados diversos trabalhos na síntese de NPs metálicas como o Au [18], Ag [19] ou mesmo 
outras NPs inorgânicas como o TiO2 [20, 21] e a SiO2 [22]. Estes estudos realizados na presença de 
fibras celulósicas recorrendo a diferentes estratégias, nomeadamente à síntese in situ e à 
pós-deposição, demonstrou que este tipo de substratos pode servir eficazmente como matrizes 
potencialmente biodegradáveis e não tóxicas para a formação/deposição de diferentes tipos de NPs. 
Os estudos realizados mostraram que a preparação de materiais compósitos e filmes 
transparentes à base de quitosano [23-25], de derivados de quitosano modificados quimicamente 
[26], assim como de pululano [27, 28], é uma abordagem simples e atrativa no desenvolvimento de 
novos materiais baseados nestes biopolímeros. 
Seguidamente apresenta-se uma revisão dos principais conceitos subjacentes ao trabalho 
desenvolvido para esta tese assim como serão apresentados alguns dos desenvolvimentos recentes 
nesta área. Será discutido o estado da arte no que respeita à evolução dos nanocompósitos de matriz 
polímerica e mais concretamente dos bionanocompósitos. As diferentes estratégias preparativas 
usadas na preparação de bionanocompósitos com distintas NPs metálicas e respetivas aplicações 
serão discutidas com exemplos elucidativos. 
Devido à extensa literatura sobre estes tópicos, a introdução geral dedicada aos 
bionanocompósitos foca o tipo de materiais compósitos investigados neste trabalho. 
A caracterização mais detalhada de cada biopolímero e a revisão dos trabalhos publicados por 
outros grupos de investigação, em cada tipo específico de nanocompósitos preparados ao longo 
deste trabalho, será apresentada na introdução de cada capítulo. 
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1.2 Nanocompósitos 
Os nanocompósitos são materiais promissores para uma diversidade de aplicações devido às 
propriedades dos seus componentes e muitas vezes às que resultam da combinação de diferentes 
componentes. O interesse nestes materiais está também relacionado com a preparação de estruturas 
multifuncionais formadas por mistura de diferentes componentes [29]. 
As primeiras referências a “nanocompósitos” datam de há três décadas por Roy, Komarneni 
e colaboradores para descreverem nanomateriais heterogéneos obtidos através do processo 
sol-gel [30, 31] e a A. Kelly relativamente ao desenvolvimento de novos materiais e métodos de 
processamento [32]. Nestes primeiros estudos a definição referia-se a compósitos com mais de uma 
fase sólida onde pelo menos uma dimensão estava na gama nanométrica e normalmente todas as 
fases sólidas estavam na gama entre 1 e 20 nm [31]. Entretanto a definição tornou-se mais 
abrangente e inclui materiais com dimensões até tipicamente 100 nm. 
 Desde estas primeiras publicações, a área dos nanocompósitos sofreu grandes 
desenvolvimentos em vários aspetos devido principalmente a avanços tecnológicos [33]. 
Uma definição mais recente classifica os compósitos como uma classe de materiais resultantes da 
combinação de dois ou mais componentes de fases distintas (orgânica, cerâmica ou metálica), 
sendo os nanocompósitos caracterizados por pelo menos um dos componentes apresentar 
tipicamente dimensões na gama nanométrica (1-100 nm) [34]. 
No entanto, esta definição não é única e têm sido propostas outras por investigadores, 
organizações nacionais e organismos internacionais. De acordo com a IUPAC (2007), um 
nanocompósito é um composto no qual pelo menos uma fase tem uma dimensão na ordem dos 
nanómetros. Um compósito é definido como um material com vários componentes compreendendo 
fases distintas (não gasosas) em que pelo menos uma das fases é contínua. No entanto a própria 
definição de nanomaterial tem sido amplamente discutida. Parâmetros como o tamanho, a 
distribuição de tamanhos, a área superficial específica, a modificação superficial, entre outras 
características físico-químicas influenciam as suas propriedades [35]. Em finais de 2011, a 
Comissão Europeia, baseada em pareceres científicos do Comité Científico dos Riscos para a 
Saúde Emergentes e Recentemente Identificados e do Centro Comum de Investigação, estabeleceu 
a seguinte definição. Um nanomaterial é definido como “um material natural, produzido 
acidentalmente ou fabricado que contém partículas soltas, agregadas ou aglomeradas, no qual 50% 
ou mais das partículas apresentem, na distribuição de tamanhos, uma ou mais dimensões externas 
no intervalo de 1 nm a 100 nm”. Em casos específicos, devido a preocupações ambientais, de 
segurança, de saúde ou de competitividade, o limite da distribuição de tamanho (50%) pode ser 
substituída por um limiar entre 1 e 50 %. Segundo a Comissão Europeia e contrariamente ao 
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definido acima, fulerenos, grafeno e nanotubos de carbono de parede única com uma ou mais 
dimensões externas inferiores a 1 nm devem ser considerados como nanomateriais [36]. Este passo 
permitiu definir, de um ponto de vista legislativo, claramente os materiais para os quais é 
necessário um tratamento especial e uma legislação específica. É de salientar que a definição será 
revista pela Comissão Europeia em 2014 à luz dos progressos técnicos e científicos [36]. 
 
1.2.1 Classificação de nanocompósitos 
As propriedades dos nanocompósitos (algumas vezes chamados de híbridos orgânicos-
inorgânicos) podem não resultar apenas da soma das contribuições individuais de ambas as fases 
mas de efeitos sinérgicos que possam ocorrer. Devido a este facto é necessário considerar o papel 
relevante da interface uma vez que controla propriedades como a transparência do material, a 
homogeneidade química e a estabilidade [2, 3]. A natureza da interface é uma característica usada 
para dividir este tipo de materiais em duas classes distintas (Figura 1.1) [3, 4]. 
 
Figura 1.1– Representação esquemática das duas classes de materiais híbridos [37]. 
 
De acordo com Sanchez et al. [2-4, 38], os materiais híbridos podem ser da classe I, em que 
os componentes orgânicos e inorgânicos estão ligados por interações relativamente fracas (do tipo 
Van der Waals, pontes de hidrogénio ou interações eletrostáticas). Nos materiais da classe II as 
duas fases estão, pelo menos parcialmente, ligadas entre si através de ligações químicas fortes 
caracterizadas por uma forte sobreposição orbital (do tipo covalente). A fronteira entre estas duas 
classes é no entanto ténue, surgindo materiais que apresentam características comuns a ambas [39]. 
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Independentemente da natureza da interface entre os seus constituintes, uma segunda 
característica usada na classificação de nanocompósitos consiste na sua divisão segundo as vias 
químicas usadas na sua preparação [2-4]. Têm sido discutidas várias estratégias gerais sendo de 
destacar o trabalho realizado por Sanchez e colaboradores [2-4, 38, 40-42]. A Figura 1.2 apresenta 
esquematicamente as estratégias gerais usadas para a preparação de uma gama ampla de materiais. 
Estas abordagens são divididas em três vias químicas principais: 
A via A corresponde a abordagens típicas da soft chemistry que incluem a química de sol-gel, 
o uso de precursores específicos e multifuncionais e a síntese hidrotérmica, incluindo a síntese de 
polímeros de coordenação como os MOFs (Metal-Organic Frameworks). A via B corresponde à 
hibridização de “nanoblocos” bem definidos (através da montagem ou intercalação ou então 
intercalação e dispersão) permitindo obter uma melhor definição do componente inorgânico e 
caracterização dos materiais finais. Estes nanoblocos são preformados e escolhidos de forma a 
serem capazes de manter a sua integridade físico-química no material final. A via C corresponde a 
procedimentos baseados na “automontagem” de moléculas anfifílicas e polímeros agrupados 
através da polimerização sol-gel. Esta via explora a organização do crescimento de redes 
inorgânicas ou híbridos modelados por agentes tensioativos orgânicos formando materiais 
nanoporosos com um elevado grau organizacional. Outra abordagem que pode ser seguida 
corresponde à via D que corresponde à combinação entre as vias A, B e C. Este procedimento 
permite a construção de materiais organizados hierarquicamente em termos de estrutura e 
funções [3, 4]. 
Atualmente estes procedimentos de síntese em conjunto com abordagens top-down tal como 
o electrospinning, jato de tinta, processamento de plasma ou diversos tipos de litografia permitem 
projetar e construir materiais compósitos cada vez mais sofisticados e funcionais. 
Estes desenvolvimentos terão impacto em importantes domínios de aplicação como os associados à 
energia, o meio ambiente e desenvolvimento sustentável, biologia e ciências médicas, ciências e 
técnicas de informação (escrita, transferência e leitura), habitação e conforto pessoal [3]. 
Alguns produtos comerciais correspondentes aos desenvolvimentos nestas áreas são mostrados na 
parte inferior da Figura 1.2. 
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Figura 1.2 – Representação esquemática das principais vias químicas usadas na preparação de materiais 
híbridos orgânico-inorgânico [3]. 
 
1.2.2 Nanocompósitos poliméricos com NPs 
Nos nanocompósitos cada componente desempenha uma função bem definida dentro da 
estrutura compósita. Normalmente, a fase inorgânica confere propriedades funcionais específicas 
(óticas, eletrónicas, magnéticas e/ou mecânicas) que podem ser modeladas. A fase orgânica (de 
salientar o elevado número de moléculas e estruturas orgânicas, naturais e sintéticas, disponíveis 
comercialmente) controla a reatividade e estabilidade da fase inorgânica proporcionando diversas 
interfaces [42]. 
A mistura de polímeros com diferentes NPs de modo a preparar materiais compósitos veio 
abrir novas perspetivas no desenvolvimento de materiais com propriedades novas e/ou melhoradas. 
Porém, a incorporação de NPs em polímeros de forma a preparar materiais compósitos é efetuada 
há décadas. Um exemplo é a preparação de pneus na indústria automóvel através da mistura de 
carbono negro, óxido de zinco e/ou partículas de sulfato de magnésio e borracha vulcanizada [43]. 
O desenvolvimento científico aliado aos recentes avanços tecnológicos levou ao 
aparecimento de novos métodos para a síntese controlada de NPs. A disponibilidade de NPs com 
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forma e tamanho precisos como os fulerenos, os nanotubos de carbono (CNTs), as NPs metálicas 
entre outras, em conjunto com o desenvolvimento de novas técnicas de análise (por exemplo o 
SEM, TEM e AFM), estimularam o estudo do efeito destas características sobre as propriedades 
finais dos nanocompósitos formados [43]. 
Estes avanços recentes na produção de materiais nanoestruturados com novas propriedades 
levaram à criação de materiais multifuncionais através da conceção de estruturas na escala 
nanométrica. O estudo de nanocompósitos tornou-se claramente um campo de pesquisa abrangente 
que produz materiais avançados e de elevado valor acrescentado, oferecendo uma vasta gama de 
possibilidades para o desenvolvimento de materiais adaptados às necessidades existentes [4, 38]. 
Nos últimos anos têm sido desenvolvidos diversos nanocompósitos, maioritariamente com base em 
polímeros sintéticos, sob a forma de plásticos, fibras e borrachas sintéticas. A aplicação comercial 
dos nanocompósitos em diversas áreas, como mostra a Figura 1.3, é já uma realidade [3]. Estes 
materiais de base polimérica são usados numa multiplicidade de aplicações nomeadamente na área 
alimentar como material de embalagem, na agricultura, na construção e na medicina para o 
desenvolvimento de novos dispositivos médicos [44]. 
 
Figura 1.3 – Exemplos de aplicação prática de nanocompósitos de base polimérica (adaptado de [3]). 
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No futuro a aplicação prática destes materiais será ainda maior pois surgem novas, e cada 
vez mais rigorosas, exigências de mercado no que respeita à melhoria dos níveis de sofisticação, de 
miniaturização e de maior harmonia entre o ambiente e a atividade humana [4, 38]. 
 
1.2.3 Bionanocompósitos 
O desenvolvimento de nanocompósitos com base em diferentes tipos de matrizes 
poliméricas, nomeadamente sintéticas, tem sido objeto de uma investigação intensa. No entanto, 
estudos análogos usando polímeros de origem natural é consideravelmente menor [44, 45], como 
ilustra a Figura 1.4, onde se observa o número de publicações nos últimos quinze anos nestas duas 
áreas de pesquisa. Apesar deste facto, tem-se verificado um aumento significativo dos trabalhos 
publicados na preparação e caracterização de nanocompósitos à base de biopolímeros. 
 
Figura 1.4 – Número de publicações por ano dos trabalhos sobre: a) nanocompósitos poliméricos e 
b) nanocompósitos à base de biopolímeros. Dados recolhidos a partir de ISI Web of KnowledgeSM [46]. 
 
O interesse nos biopolímeros foi inicialmente desencadeado por dois fatores: a elevada 
preocupação no desenvolvimento sustentável, uma vez que a matéria orgânica de origem biológica 
é considerada um recurso renovável, de baixo custo e impacto ambiental limitado; e o esforço na 
direção de abordagens biomiméticas/bioinspiradas com base em arranjos hierárquicos entre os 
componentes orgânicos e inorgânicos existentes em nanocompósitos naturais [47, 48]. Alguns 
exemplos de nanocompósitos naturais encontrados na Natureza são o nácar (estruturas de camadas 
de aragonite cimentada por proteínas como a queratina, o colagénio e a elastina) das pérolas e 
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conchas, o marfim, os ossos e o esmalte dos dentes [48, 49]. A escassez progressiva dos 
combustíveis fósseis com consequente aumento de preços, aliado às crescentes restrições 
ambientais foram outros fatores que impulsionaram a procura de fontes alternativas para o 
desenvolvimento de novos materiais de modo a garantir um desenvolvimento sustentável [44, 47]. 
Esta classe de materiais formada pela combinação de polímeros naturais com estruturas inorgânicas 
exibindo pelo menos uma dimensão na escala nanométrica pode ser denominada de 
bionanocompósitos [48]. 
Nos últimos anos tem sido desenvolvida uma grande variedade de materiais baseados em 
biopolímeros assim como polímeros biodegradáveis derivados de recursos renováveis. Estes 
polímeros biodegradáveis podem ser classificados em três classes de acordo com a sua origem [44]: 
(1) Poliésteres sintéticos, nomeadamente poliésteres alifáticos, tais como o ácido poliláctico 
(PLA), a policaprolactona (PCL), o poli(p-dioxanona) (PPDO), o poli(succinato de 
butileno) (PBS) e o poli(succinato de etileno) (PES); 
(2) Poliésteres produzidos por micro-organismos: diferentes tipos de polihidroxialcanoatos 
incluindo o poli-β-hidroxibutirato (PHB) e o poli-β-hidroxibutirato-co-β-hidroxivalerato 
(PHBV);  
(3) Polímeros provenientes de recursos naturais como o amido, a celulose, a quitina, o 
quitosano, a lenhina entre outros. 
A importância desta classe de materiais resulta do seu uso em áreas relevantes, 
principalmente na medicina regenerativa e na libertação controlada de fármacos onde o uso de 
materiais biocompatíveis é normalmente um requisito. Além da potencial biocompatibilidade estes 
materiais apresentam outras propriedades como a osteocondutividade, facilitando a proliferação de 
células para o crescimento de novos tecidos ósseos [48]. O amido, a celulose (e derivados) e o PLA 
têm sido os polímeros mais usados na preparação de bionanocompósitos [44]. 
Embora o desenvolvimento de bionanocompósitos tenha aumentado e evoluído nos últimos 
anos, os biopolímeros estão longe de conseguir substituir totalmente os polímeros sintéticos 
derivados do petróleo. Este facto deve-se principalmente às propriedades desfavoráveis destes 
materiais ao nível das propriedades mecânicas (apesar de não todos) e elevada hidrofilicidade, o 
que limita a sua aplicação em diversas áreas. Deste modo, é compreensível a necessidade de 
funcionalização e modificação destes biopolímeros. O recurso à nanotecnologia, nomeadamente 
incorporação de NPs inorgânicas, tem sido um dos caminhos usados no desenvolvimento de novos 
bionanocompósitos tendo como objetivo o melhoramento do desempenho dos materiais obtidos 
[44, 50]. A Tabela 1.1 apresenta algumas das principais vantagens e desvantagens do uso de 
biopolímeros e NPs inorgânicas. 
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Tabela 1.1 – Vantagens e desvantagens da preparação de nanocompósitos com base em biopolímeros e NPs 
inorgânicas. 
 
Vantagens Desvantagens 
NPs 
inorgânicas 
Propriedades funcionais (óticas, magnéticas, 
condução, mecânicas e bioativas) 
Interações adversas com os sistemas vivos 
Estabilidade térmica, química e física 
Condições de síntese rigorosas (pH, solventes 
orgânicos, temperatura e pressão) 
Funcionalização versátil da sua superfície  
Biopolímeros 
Recurso renovável (impacto ambiental limitado 
e baixo custo) 
Fraca resistência mecânica 
Possibilidade de interações benéficas com os 
sistemas vivos 
Elevada taxa de degradação 
Diversidade estrutural e química  
Estruturas organizadas hierarquicamente  
 
1.3 Nanopartículas como cargas inorgânicas em bionanocompósitos 
Nos últimos anos, verificou-se na Nanociência e na Nanotecnologia um enorme interesse na 
preparação e caracterização de diferentes NPs inorgânicas. Este facto deve-se a que NPs 
apresentam propriedades distintas por terem um tamanho superior aos átomos individualizados, 
mas ao mesmo tempo menor que os materiais macrocristalinos análogos. Este tipo de propriedades 
é decorrente da sua pequena dimensão e elevada área de superfície específica sendo, portanto, as 
propriedades físico-químicas ajustáveis através de outros parâmetros além da composição química 
[51, 52]. 
Estas propriedades distintas podem ter um papel importante na interação das NPs com os 
biopolímeros, tendo sido descritas alterações significativas nas propriedades do material final 
nomeadamente ao nível do comportamento mecânico e/ou térmico da matriz polimérica [53, 54]. 
Outro aspeto interessante, resultante da incorporação das NPs em distintos biopolímeros, consiste 
na introdução de novas propriedades na matriz, como sejam óticas [18, 55], magnéticas [56], 
catalíticas [56], luminescentes [57] ou antibacterianas [58]. A utilização de NPs relativamente a 
cargas comerciais tem a vantagem de permitir o uso de menores quantidades para obter resultados 
superiores. 
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Hoje em dia são utilizadas várias nanoestruturas inorgânicas destacando-se, devido ao 
interesse comercial, as [59]: 
● nanoestruturas de óxidos metálicos e vidros; 
● nanoestruturas semicondutoras; 
● nanoestruturas metálicas. 
Durante os últimos anos foram feitos progressos significativos na síntese e caracterização da 
maioria destas nanoestruturas, estando descritas metodologias bem definidas para a síntese de NPs 
metálicas (Au, Ag, Cu), de NPs magnéticas (Fe2O3, CoFe2O4, Co, FePt), de NPs de semicondutores 
(por exemplo: ZnS, CdS, Bi2S3), entre outras [51, 60]. Assim, diferentes tipos de NPs com diferente 
distribuição de tamanhos e composição química encontram-se disponíveis, facilitando a sua 
incorporação em distintas estruturas poliméricas, ampliando a aplicabilidade dos nanocompósitos 
em diversas áreas de pesquisa. 
 
1.3.1 Nanopartículas metálicas 
Entre as diversas NPs inorgânicas, este trabalho foca o uso de NPs metálicas. As NPs 
metálicas são utilizadas desde há séculos, havendo exemplos do seu uso em pigmentos decorativos 
pelo menos desde o tempo dos Romanos, como é exemplo a famosa taça de Lycurgus. Também são 
conhecidas referências à preparação de coloides de Au por Paracelsus, por volta de 1570, chamados 
de aurum potabile (ouro potável) e também de coloides de Ag denominados de lune potabile (prata 
potável), por Valentinus em 1677 [60]. 
Sob o ponto de vista científico, a preparação de NPs metálicas remonta ao século XIX 
quando Faraday descreveu a preparação de coloides de ouro monodispersos por redução de iões 
[AuCl4]- utilizando como agente de redução o fósforo em CS2 [60]. Michael Faraday [61] foi 
provavelmente o primeiro a atribuir corretamente as propriedades invulgares do ouro coloidal a 
efeitos de tamanho que ocorrem em partículas de dimensão muito pequena. Desde esse trabalho 
pioneiro, ocorreu um grande progresso na síntese, modificação e caracterização destes sistemas 
usando-se atualmente uma ampla multiplicidade de técnicas de modo a obterem-se NPs metálicas 
com tamanhos e morfologias de partículas distintas [62]. 
Um dos aspetos mais interessantes dos coloides metálicos é o comportamento ótico 
observado devido a alterações do tamanho e da forma das partículas. A variação de cor das 
soluções coloidais em função do tamanho de partícula deve-se à alteração na frequência de 
ressonância de plasmão de superfície (SPR). A SPR é a frequência à qual os eletrões de condução 
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do metal oscilam em fase com o campo elétrico incidente [52, 63]. Este efeito pode ser mais 
significativo devido à alteração da forma de partícula (por exemplo em nanobastonetes [64], 
nanoprismas [65] ou nanofios [66]) onde desvios à geometria esférica provocam mudanças 
drásticas de cor (Figura 1.5). 
 
Figura 1.5 – Diferentes morfologias de NPs nomeadamente nanobastonetes de Au (a), nanoprismas de 
Ag (b) e nanofios de Ag (c). Variação da cor da solução coloidal de NPs de Au e Ag em função do tamanho e 
da morfologia (d); da direita para a esquerda – nanoesferas de Ag (80 nm), nanoesferas de Ag (20 nm), 
nanoesferas de Au (40 nm), nanoesferas de Au (12 nm), nanodiscos de Ag (200 nm), nanodiscos de Ag 
(120 nm) e nanodiscos de Ag (60 nm) [64-67]. 
 
A SPR é característica de alguns coloides de metais e pode deduzir-se usando cálculos 
clássicos de dispersão de luz por partículas pequenas pela denominada teoria de Mie. Os metais 
Ag, Au e Cu apresentam ressonâncias de plasmão de superfície no visível, exibindo cores intensas 
na forma coloidal [52, 63]. Além destas propriedades óticas dependerem da morfologia das NPs, 
foi demonstrado que o meio nas quais estão dispersas [18], o índice de refração do meio 
dispersante [68] e a distância entre NPs adjacentes [69], são outros fatores que afetam as 
propriedades óticas dos coloides metálicos. 
Nesta tese foram investigados três tipos de NPs metálicas como cargas em nanocompósitos: 
NPs de Ag (nanoesferas), NPs de Au (nanoesferas) e NPs de Cu (nanoesferas e nanofios). A 
escolha destas nanoestruturas deveu-se às suas propriedades óticas específicas e à possível 
aplicabilidade dos nanocompósitos contendo estas cargas como agentes antimicrobianos. No 
entanto, para esta aplicação salienta-se a prata uma vez que apresenta um efeito antimicrobiano 
bem conhecido. 
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1.4 Bionanocompósitos celulose/NPs metálicas 
No caso especifico dos biopolímeros, este trabalho focou principalmente o uso da celulose, 
nomeadamente a celulose vegetal (CV) e a celulose bacteriana (CB), como substrato na preparação 
de nanocompósitos celulósicos com NPs de Ag e NPs de Cu. Nesse contexto, será apresentada 
seguidamente uma revisão de trabalhos realizados nesta área, focando-se os diversos 
nanocompósitos celulose/NPs metálicas descritos, as respetivas metodologias preparativas, assim 
como as principais aplicações. As metodologias aqui abordadas para matrizes de celulose podem 
ser adaptadas a outros biopolímeros, nomeadamente ao quitosano e ao pululano, substratos 
igualmente usados nesta investigação. 
 
1.4.1 Estratégias de preparação 
Um aspeto fundamental a considerar na combinação de NPs metálicas com fibras de celulose 
é a metodologia preparativa a ser usada, tendo em conta as aplicações previstas. Naturalmente, 
essas metodologias devem possibilitar uma boa dispersão das NPs na matriz sem formação de 
grandes agregados (podem influenciar as propriedades finais dos materiais obtidos) e, tanto quanto 
possível, permitir obter uma distribuição estreita de tamanhos. Neste contexto, existe uma 
necessidade crescente de encontrar técnicas eficazes que permitam a produção em larga escala 
destes materiais e que ao mesmo tempo mantenham o controlo da dispersão de NPs na matriz 
celulósica. Foram desenvolvidas diversas metodologias de modo a ligar as NPs metálicas e as 
fibras de celulose. A Tabela 1.2 mostra os vários métodos publicados para a preparação de 
nanocompósitos celulose/NPs metálicas. 
 
1.4.1.1 Mistura dos componentes 
A mistura de NPs inorgânicas e polímeros de modo a promover a obtenção de 
nanocompósitos homogéneos tem sido uma metodologia largamente utilizada, principalmente na 
indústria [43]. Embora este método tenha como grande vantagem a simplicidade, a utilização da 
celulose como matriz geralmente leva à aglomeração das NPs diminuindo os benefícios associados 
com a presença de cargas nanométricas individualizadas. Por exemplo, quando se misturam NPs de 
Ag com fibras de CV, a eficiência antibacteriana é inferior à prevista e descontínua ao longo do 
tempo [70]. Outra estratégia publicada foi a deposição de NPs de Ag e Au, por adição gota a gota 
dos respetivos coloides, em papel de filtro [71, 72]. Esta metodologia não leva a uma distribuição 
homogénea das NPs sobre os substratos de papel, ocorrendo a formação de agregados nos limites 
externos das gotículas durante o processo de secagem [73].  
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Tabela 1.2 – Metodologias de preparação de nanocompósitos celulose/NPs [1].  
Matriz 
celulósica Metodologia NPs metálicas 
Vegetal 
Mistura dos componentes Ag [70, 71], Au [72] 
 
Redução 
in situ 
 
Grupos redutores da 
celulose 
Ag [58, 74-78], Au [78, 79], Cu [80, 81], 
Pt [82, 83] 
Agentes redutores externos 
Ag [19, 58, 70, 77, 84-86], Au [18, 77, 85, 
87], Cu [80, 88, 89], Pt [53, 77, 85, 90], 
Co [56], Pd [77, 85] 
Redução por UV Ag [58, 91, 92] 
Pós-deposição Ag [58, 85], Au [18, 85], Cu [9], Pt [85], Pd [85] 
Preparação por micro-ondas Ag [93-95] 
Modificação da superfície Ag [96], Au [96-98] 
Bacteriana 
 
Redução 
in situ 
 
Grupos redutores da 
celulose Ag [99] 
Agentes redutores externos Ag [19, 43, 53, 58, 100-104], Au [18, 53, 105-107], Cu [108], Pt [53, 109], Co [110] 
Pós-deposição Au [18] 
Redução por UV Ag [58] 
Modificação da superfície Ag [111] 
Difusão Ag [58] 
Nanofibrilada 
Mistura dos componentes Ag [57] 
Pós-deposição Ag [112] 
 
1.4.1.2 Redução in situ de sais metálicos 
A preparação de nanocompósitos através da redução in situ de sais metálicos em suspensões 
aquosas de celulose tem sido uma abordagem largamente estudada. Normalmente este método 
envolve a utilização de um sal metálico solúvel como precursor, um agente redutor e um 
estabilizante de modo a evitar a aglomeração. No entanto, a redução in situ pode ser aplicada sem a 
adição de um agente redutor externo. Os iões metálicos adsorvidos à celulose podem ser reduzidos 
a NPs metálicas pelos grupos redutores presentes nesta matriz ou outros resultantes do processo de 
branqueamento, como os carboxílicos. Neste caso, a estrutura singular das fibras de celulose 
constituem um substrato eficaz para a síntese in situ das NPs. Os grupos presentes na celulose não 
só retêm firmemente os iões metálicos sobre as fibras através de interações ião-dipolo como, após a 
redução, estabiliza as NPs através de interações com a sua superfície [77, 101]. Este processo 
apresenta vantagens em relação à mistura simples dos componentes. O papel de suporte 
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desempenhado pelas cadeias macromoleculares na síntese das NPs melhora a distribuição no 
interior da matriz e evita a formação de agregados. Ao mesmo tempo, as cadeias do biopolímero 
desempenham uma função relevante levando à obtenção de NPs metálicas com uma distribuição de 
tamanhos estreita e forma bem definida [113]. 
Na metodologia in situ podem ser seguidas três tipos distintos de abordagens para a redução 
dos sais metálicos, nomeadamente a adição de agentes redutores externos, a redução pelos grupos 
redutores da celulose e o crescimento por foto-indução usando radiação UV. 
 
Adição de agentes redutores externos 
A adição de agentes redutores externos é a abordagem mais usada entre os métodos in situ 
consistindo na retenção dos iões metálicos nas fibras seguindo-se a sua redução com um agente 
redutor externo. Neste procedimento o agente redutor também atua como co estabilizador das NPs 
metálicas (em conjunto com as fibras de celulose). Alguns exemplos destes agentes redutores são o 
borohidreto [114], o citrato [115] ou o ascorbato [116], também usados na preparação de dispersões 
coloidais estáveis [7]. 
O borohidreto de sódio tem sido usado na preparação de diversos nanocompósitos 
celulose/NPs metálicas sendo a distribuição de tamanhos das partículas ajustada através da razão 
molar entre a concentração de borohidreto e a concentração de sal metálico. Alguns trabalhos 
referem também o citrato de sódio como agente redutor e estabilizante na incorporação de NPs de 
Ag, nomeadamente em papel de filtro [84] e em fibras de CV e de CB [19]. 
O uso da hidrazina, hidroxilamina e ácido ascórbico em conjunto com a polivinilpirrolidona 
(PVP) ou outros agentes estabilizantes foi igualmente descrito por Ribeiro et. al [102]. Neste 
trabalho o ácido ascórbico atua como um agente redutor e os agentes estabilizantes como 
estabilizadores coloidais evitando a coalescência e controlando o tamanho de partícula. 
A redução in situ do Ag(I) pela trietanolamina foi descrita para a preparação de NPs esféricas (com 
um tamanho médio de 8,5 nm) bem dispersas na estrutura ultrafina da CB [103]. 
A redução de sais de Au(III) na matriz de celulose por fluxo de H2 permitiu a preparação de 
bionanocompósitos com NPs com diâmetros médios de 2 nm [87]. O trabalho publicado por 
Zhang et al. [105] mostrou um método no qual em apenas um passo e em meio aquoso, a 
polietilenoimina (PEI) pode ser usada como agente redutor e ligante macromolecular. Neste caso, a 
espessura do revestimento de Au que rodeia as fibras de celulose pode ser controlado pela adição 
de distintos halogenetos (Figura 1.6). 
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Figura 1.6 – Esquema da formação de nanocompósitos CB/Au usando o PEI (adaptado de [105]). 
 
Redução de sais metálicos pelos grupos redutores da celulose 
Uma via alternativa para a preparação in situ de nanocompósitos de base celulósica envolve 
os grupos redutores da celulose que além de reduzir os iões metálicos simultaneamente podem fixar 
as NPs nas fibras. Este processo apresenta a vantagem de não ser necessário nenhum agente redutor 
externo à mistura reacional, evitando assim possíveis interferências que estes possam vir a 
apresentar em determinadas aplicações, tais como em catálise [85]. 
Esta metodologia constitui uma abordagem, baseada na química verde, para a síntese de uma 
grande variedade de NPs metálicas em matrizes celulósicas onde não é usado agente redutor 
adicional ou estabilizantes coloidais. Após o trabalho de Kunitake et al. [77] que descreve a 
investigação pioneira utilizando fibras de CV, foi descrito mais recentemente o uso desta 
abordagem em fibras de CB nomeadamente para nanocompósitos CB/Au e CB/Ag [18, 58]. 
Esta estratégia também tem sido descrita para a síntese de nanocompósitos com base em fibras de 
algodão e NPs de Ag [74-76]. A durabilidade relativamente às lavagens destes materiais e as 
pequenas quantidades de Ag necessárias torna-a numa alternativa interessante para a produção de 
têxteis funcionais. A CB e géis de celulose nanoporosos têm sido utilizados como redutores e 
estabilizantes para diversas NPs metálicas usando métodos hidrotérmicos [53, 99]. 
Na área dos biocompósitos, recentemente tem sido dado relevância à aplicação de líquidos 
iónicos devido à sua capacidade de dissolver biopolímeros, como por exemplo a celulose. 
Este facto foi demonstrado na preparação de nanocompósitos celulose/Au [79]. O uso de celulose 
em conjunto com líquidos iónicos permite o controlo da morfologia das NPs num processo onde o 
líquido iónico é recuperado após a redução do metal. O uso de fibras não branqueadas apresenta 
como vantagem o facto de limitar a lixiviação devido à maior afinidade química entre este 
substrato e as NPs. Neste caso, as NPs são formadas diretamente sobre a superfície das fibras de 
CV, através de uma reação de oxidação-redução com a lenhina, não se observando no caso das 
fibras que não contêm lenhina [78]. 
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Crescimento foto-induzido de NPs usando irradiação 
A redução in situ utilizando radiação UV é um método simples para a deposição de NPs 
metálicas em fibras de celulose. A preparação dos nanocompósitos é baseada na foto-ativação da 
superfície da celulose por fotões, seguindo-se a redução química dos sais metálicos. 
Um mecanismo descrito refere a ativação destes grupos redutores na superfície das fibras pelos 
fotões da radiação UV [91]. O papel ativo e essencial dos grupos redutores neste mecanismo foi 
demonstrado através do uso de fibras de celulose onde estes grupos foram removidos, não se tendo 
verificado a formação de NPs na sua superfície [58]. Para nanocompósitos celulose/Ag [58, 91, 92] 
foi demonstrada a relevância de parâmetros como a intensidade da luz UV e o tempo de irradiação 
no controlo do teor de prata e da sua dispersão. As NPs de Ag formadas por este método tendem a 
revestir as fibras de celulose, agregando-se para tempos prolongados de irradiação. No caso do uso 
específico da CB, pode ocorrer a formação de NPs com morfologias distintas da esférica [58]. 
 
1.4.1.3 Pós-deposição de NPs previamente sintetizadas 
A pós-deposição de NPs baseia-se na adsorção sequencial de espécies com cargas opostas 
sobre um substrato sólido, mediada frequentemente por polímeros iónicos [117]. Esta metodologia 
proporciona algumas vantagens em relação a outras, devido à possibilidade de um melhor controlo 
do teor inorgânico nos nanocompósitos finais, controlo eficiente do tamanho e forma das NPs e 
normalmente conduz a uma menor aglomeração das NPs previamente preparadas. 
Para a síntese dos coloides de Ag, normalmente recorre-se à redução do Ag(I) com 
borohidreto de sódio e citrato de sódio. Este facto deve-se à facilidade e reprodutibilidade destes 
métodos uma vez que envolvem poucos passos, não necessitam de equipamentos específicos, usam 
normalmente a água como solvente, os agentes redutores são não-tóxicos, não são necessários 
agentes estabilizantes e permitem obter uma gama alargada de tamanhos e morfologias de NPs. A 
redução de Ag(I) em soluções aquosas através destas metodologias geralmente origina soluções 
coloidais de Ag com diâmetros de NPs variáveis. O uso de agente redutor forte como o borohidreto 
origina partículas monodispersas muito pequenas com uma distribuição estreita de tamanhos. 
No entanto, o uso de um redutor mais fraco, como o citrato, resulta numa velocidade de redução 
mais lenta levando à obtenção de tamanhos maiores com uma distribuição mais alargada. 
Em ambos os casos, as soluções coloidais apresentam uma coloração amarela com uma banda de 
absorção intensa, com máximo de absorção por volta dos 400 nm, devida à SPR das NPs de Ag [7]. 
Outras abordagens usando estes agentes redutores são aplicadas permitindo a obtenção de 
morfologias distintas da esférica ou o aumento do tamanho das NPs iniciais. O uso do citrato como 
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agente redutor é uma metodologia interessante para a preparação de NPs de Ag com outras formas 
(bastonetes, cubos, primas) através da alteração das condições de síntese [118]. Um procedimento 
alternativo para a obtenção controlada de diferentes gamas de tamanhos pode ser conseguido 
através de um processo em duas etapas, onde inicialmente é usado o borohidreto ou citrato para 
preparar pequenas NPs de Ag (designadas por sementes) seguindo-se o aumento de tamanho das 
mesmas, por redução com o citrato [114, 119]. 
As fibras de celulose dispersas em água são carregadas negativamente ao longo de um amplo 
intervalo de pH (2-10), devido à presença de grupos ionizáveis tais como os grupos carboxílicos e 
hidroxilo, resultantes do seu processamento químico ou de polissacarídeos presentes em menor 
quantidade como as glucuronoxilanas [120]. A deposição de NPs de Au em fibras celulósicas 
[18, 121] foi conseguida através do tratamento prévio das fibras, usando várias camadas alternadas 
de poli(cloreto de dialildimetilamónio) (PDDA) e poli(4-estireno sulfonato de sódio) (PSS). 
O uso de um polieletrólito com carga positiva na última camada favorece as interações 
electroestáticas das fibras com a superfície das NPs de Au carregadas negativamente. 
Esta metodologia foi aplicada na preparação de nanocompósitos de celulose nanofibrilada com NPs 
de Ag usando polieletrólitos distintos como ligantes macromoleculares [112]. Outro exemplo deste 
método é a modificação química da celulose com o cloreto de (2,3-epoxipropil)trimetilamónio 
(EPTAC) [85, 122]. Esta metodologia permitiu a modificação superficial dos substratos celulósicos 
com iões amónio, sendo vantajosa na ligação de NPs metálicas carregadas negativamente à 
superfície. 
 
1.4.1.4 Outras metodologias 
A modificação química da celulose pode ser aplicada de modo a obter diferentes tipos de 
nanocompósitos com NPs metálicas. Neste contexto, um elevado número de derivados de celulose 
comuns como por exemplo a carboximetilcelulose, o acetato de celulose e a hidroxipropilcelulose 
têm sido referenciados [123-125]. No entanto, devido à extensão de trabalhos publicados no que 
diz respeito aos derivados de celulose, salienta-se seguidamente apenas aqueles que não usam 
diretamente este tipo de matrizes. 
O processo de modificação de CB usando o radical TEMPO tem sido aplicado na oxidação 
seletiva dos grupos hidroxilo primários em C6, originando os correspondentes ácidos poliurónicos 
[111]. Neste trabalho a CB atua como um substrato eficiente no qual os grupos carboxilato 
possibilitam o ancoramento dos iões metálicos através de permuta iónica. A posterior redução 
destes catiões na superfície das nanofibras origina NPs metálicas com uma distribuição reduzida de 
tamanhos. Foi descrita também a modificação química dos grupos hidroxilo em grupos amínicos 
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que atuam como locais seletivos de coordenação [96] e a utilização da adsorção química 
espontânea em celulose modificada com tióis [97]. Neste último, a ligação química das NPs à 
superfície das fibras limita a sua dessorção, aumentando o tempo de vida dos materiais resultantes. 
Gruber et al. [98] descreveu o fabrico de nanofios metálicos de tamanho controlado usando a 
celulose como molde biomolecular. Esta metodologia possibilitou o desenvolvimento de nanofios 
de ouro de tamanho variável, exibindo propriedades óticas singulares através da variação da 
espessura da camada de ouro. Outro método eficiente para a preparação de materiais com uma 
distribuição de NPs de Ag homogénea no interior da celulose descreve o tratamento da celulose 
com uma mistura de cloreto de lítio, N,N-dimetilacetamida e ácido ascórbico [93]. Mais 
recentemente, o mesmo grupo descreveu o uso de etilenoglicol como solvente e agente 
redutor [94]. A formação das NPs de Ag ocorre num passo único, com um tempo de reação 
reduzido e portanto com poupança energética assim como cinética e seletividade elevada [93, 126]. 
Um método semelhante foi aplicado num processo de preparação de nanocompósitos celulose/Ag 
em suspensões aquosas, no entanto neste caso a matriz de celulose é usada como agente redutor e 
estabilizante [95]. 
 
1.4.2 NPs metálicas como cargas em nanocompósitos celulósicos e respetivas 
aplicações 
Atualmente existe uma grande diversidade de NPs metálicas que podem ser usadas como 
fase dispersa em bionanocompósitos com celulose. Nesta secção apresentam-se exemplos de 
trabalhos que têm sido desenvolvidos nesta área. As aplicações destes nanocompósitos estão 
relacionadas com o tipo específico de NPs embora possam surgir novas propriedades resultantes da 
associação das NPs metálicas e da celulose. A Tabela 1.3 resume as aplicações mais importantes 
dos nanocompósitos celulose/NPs fazendo-se seguidamente uma breve descrição para cada tipo de 
carga. 
 
1.4.2.1 Prata 
Hoje em dia, existe um interesse renovado em materiais com Ag devido nomeadamente à sua 
atividade antimicrobiana e ao aumento da resistência que as estirpes bacterianas têm desenvolvido 
em relação aos antibióticos convencionais. A elevada citotoxicidade das NPs de Ag para uma vasta 
gama de micro-organismos tais como bactérias e fungos é bem conhecida [127]. O 
desenvolvimento de vestuário de proteção médica ou materiais de embalagem com atividade 
antimicrobiana são exemplos desta tendência atual [84]. 
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Tabela 1.3 – Aplicações comuns dos nanocompósitos celulose/NPs metálicas [1]. 
NPs 
metálicas 
Aplicação/área de aplicação 
NPs 
metálicas 
Aplicação/área de aplicação 
Ag 
Antifalsificação 
 
Au 
 
Biossensores 
Antimicrobiana 
Pele artificial Catálise 
Embalagens 
alimentares 
Condução 
Tratamento de 
águas 
Dispositivos eletrónicos 
Curativos Medicina (Libertação de fármacos) 
Biossensores Análise química (SERS) 
Catálise Têxteis  
Indústria de Papel 
Cu 
Antimicrobiana 
Análise química (SERS) Catálise 
Têxteis Pd Catálise 
Pt 
Catálise 
Eletrocatálise 
Co 
Eletrónica (atuadores) 
Fotocatálise Materiais magnéticos 
Células de combustível 
Dispositivos de análise química 
(microfluidos) 
 
Da mesma forma que para outras aplicações, é necessária uma boa dispersão das NPs de Ag 
na matriz de celulose de modo a não se verificar o decréscimo do efeito antimicrobiano. 
No entanto, outros parâmetros como a distribuição de tamanhos de partícula, o teor de Ag, a 
velocidade de libertação de Ag(I) e o tipo de interação com a superfície da celulose são igualmente 
importantes, influenciando a atividade antimicrobiana dos nanocompósitos [73, 113]. Devido à 
elevada capacidade de retenção de água e biocompatibilidade da CB, este substrato tem sido usado 
na preparação de materiais para curativos com atividade antimicrobiana aperfeiçoada em conjunto 
com NPs de Ag [101, 104]. Outros exemplos de nanocompósitos celulósicos com NPs de Ag 
incluem o desenvolvimento de materiais de embalagem para alimentos antibacterianos [84, 128] e 
papel bactericida para tratamento de água [70]. É de salientar a preocupação recente no estudo do 
processo de lixiviação destes materiais [74, 129]. 
As fibras de celulose podem ser modificadas quimicamente de modo a criar sítios reativos de 
modo a controlar a síntese das NPs de Ag. Os exemplos descritos de nanocompósitos com celulose 
nanofibrilada e NPs metálicas são escassos. A funcionalização deste substrato com nanoclusters de 
Ag fluorescentes por imersão dos filmes de nanocelulose em coloides de Ag protegidos com ácido 
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polimetacrílico [57] e a pós-deposição de NPs de Ag comerciais na nanocelulose através do uso de 
polieletrólitos de modo a facilitar o scale up [130], foram as únicas referências encontradas para 
este sistema. 
Metais nanoestruturados, tais como Ag e Au, são conhecidos pela sua possível aplicação em 
SERS (surface enhanced Raman spectroscopy). O SERS refere-se à observação de que, para certas 
moléculas adsorvidas quimicamente em superfícies metálicas especialmente preparadas, se obtém 
um espetro de Raman no qual a intensidade de algumas bandas é intensificada tipicamente de 106. 
Por esse motivo, a utilização conjunta destas NPs metálicas com celulose é de grande interesse no 
desenvolvimento de novas plataformas de deteção molecular [19]. Neste contexto, a preparação de 
materiais com base em celulose pode trazer várias vantagens como o fabrico de substratos 
analíticos na forma de papel de baixo custo e de fácil manuseamento. Estudos nesta temática 
demostraram que o uso de nanocompósitos de CB/Ag são mais sensíveis à deteção de analitos, 
nomeadamente na biodeteção de aminoácidos, em relação aos análogos com CV [19]. O uso de 
papel de filtro com NPs de Ag demonstrou o potencial destes nanocompósitos como plataformas de 
SERS para o estudo de diversos analitos como o ácido p-hidroxibenzóico [71], nanotubos de 
carbono [131] e misturas binárias de 9-aminoacridina-acridina e acrididna-quinacrina separadas por 
cromatografia em papel [132]. 
Uma metodologia simples e de baixo custo para o fabrico de células de combustível foi 
descrita com base em nanoestruturas de Ag e celulose [86]. Em meio básico, a remoção de calor do 
template em conjunto com a grafite melhora a redução de oxigênio. 
 
1.4.2.2 Ouro 
As NPs de Au estão entre as partículas mais estudadas na área da Ciência de Materiais 
devido principalmente ao número elevado de métodos disponíveis para a preparação de coloides 
com tamanhos uniformes e forma bem definida. Têm sido preparadas NPs de Au estáveis nas quais 
as superfícies são eficientemente estabilizadas por aniões citrato na forma de hidrossol ou por 
alcanotióis quando são usados solventes orgânicos [133]. 
Os nanocompósitos celulose/Au são usados como catalisadores na oxidação da glucose [87]. 
Vários trabalhos referem que a boa dispersão das NPs de Au na celulose permite um contato 
efetivo com os reagentes tornando estes materiais eficientes na redução por exemplo do 
4-nitrofenol [134]. Outra possibilidade interessante é a transformação de recursos naturais como a 
biomassa em produtos químicos de valor acrescentado. Recentemente foi demonstrada a 
possibilidade de conversão seletiva de celulose ou celobiose em ácido glucónico catalisada por NPs 
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de Au suportadas em polioxometalatos [135] ou nanotubos de carbono [136]. A aglomeração das 
NPs nos nanocompósitos celulósicos tem sido descrita como uma das principais limitações 
relativamente à atividade catalítica destes materiais. 
Os sensores à base de celulose têm despertado um elevado interesse em diversas áreas de 
aplicação como o diagnóstico médico, o controlo ambiental e a segurança alimentar. É importante 
desenvolver materiais que apresentem capacidade de transferência de eletrões, compatibilidade, 
estabilidade e fácil acessibilidade relativamente ao analito. Outras características desejáveis são 
uma área de superfície elevada para a imobilização dos analitos, resposta rápida, sensibilidade, 
reprodutibilidade elevada e que evitem interferências. Contudo, o desenvolvimento de um material 
único que inclua todas estas características é um grande desafio [107]. 
Os sensores celulósicos existentes são baratos, descartáveis e “amigos do ambiente”. Estes 
materiais transportam líquidos por ação capilar, sem necessidade de uma força adicional, 
permitindo a obtenção de valores reprodutíveis em superfícies rugosas e irregulares [137]. 
Nanocompósitos de CB/Au foram descritos como matrizes adequadas para a imobilização de 
enzimas, apresentando boa sensibilidade, baixo limite de deteção e resposta rápida para compostos 
como o peróxido de hidrogênio [105-107]. A aplicação prática destes nanocompósitos como 
sensores de glucose em amostras de sangue humano mostrou que os valores obtidos são 
concordantes com os valores obtidos em ensaios hospitalares [107]. 
Nanocompósitos condutores ou semicondutores contendo NPs de Au são muito interessantes 
em aplicações eletrónicas. Embora para muitas aplicações sejam necessárias dispersões uniformes 
das partículas, em alguns casos a agregação controlada é usada como uma vantagem. Filmes 
celulósicos condutores contendo NPs de Au foram preparados por automontagem mostrando 
condução elétrica para teores de ouro superiores a 20% (m/m) [133]. 
O mecanismo de condução nos filmes celulose/Au é dependente da resistividade do filme [138]. 
 
1.4.2.3 Cobre 
As NPs de Cu são catalisadores eficientes na produção de hidrogénio [139]. Uma outra 
utilização das NPs de Cu diz respeito ao fabrico de materiais de baixa resistência elétrica, devido às 
suas propriedades condutoras notáveis [140]. Além destas aplicações, as NPs de Cu e os seus 
óxidos apresentaram um largo espectro de efeito biocida e atividade antimicrobiana em estudos de 
inibição do crescimento de bactérias, fungos e algas [9]
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Figura 1.7 – Imagens de SEM e fotografias digitais da CB (a) e respetivos nanocompósitos: CB/Ag (b), 
CB/Au (c) e CB/Cu (d) (barra de escala: 1,5 µm) [1]. 
 
Foram obtidos revestimentos antimicrobianos na celulose através da pós-deposição de NPs 
de Cu [9]. Neste processo foi realizado um pré-tratamento de fibras de algodão de modo a conferir 
carga superficial e promover a ligação dos iões cúpricos, seguindo-se a sua redução química de 
modo a criar revestimentos metálicos nanoestruturados. Os materiais resultantes mostraram uma 
eficácia elevada na morte da Acinetobacter baumannii (agente patogénico bastante resistente a 
fármacos). Em comparação com o nanocompósito de Ag análogo, não houve lixiviação das 
partículas. 
Alguns trabalhos descrevem a aplicação de celulose microcristalina como substrato poroso 
para a deposição de iões de cobre [80, 89]. O agente redutor usado e a sua quantidade têm 
influência na distribuição de tamanhos e na fase obtida (NPs de Cu metálicas ou respetivos óxidos). 
A conversão do CuO em Cu usando a celulose como agente redutor sob condições alcalinas foi 
descrito como um processo “verde” para a produção de Cu com baixo custo energético [81]. 
Este processo permite a obtenção de produtos químicos de valor acrescentado como o ácido lático e 
o ácido acético. Mary et al. [88] descreveu a possibilidade de usar as fibras celulósicas e o 
quitosano em conjunto. Neste caso, as fibras de celulose com quitosano foram usadas para 
imobilizar os iões de Cu, seguindo-se a sua redução com borohidreto de sódio de modo a obter NPs 
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de Cu. As NPs de Cu, ao contrário das NPs de Au e Ag, oxidam extensivamente sob condições 
ambiente. Apesar deste efeito prejudicial em termos de aplicações emergentes, como por exemplo 
o papel eletrónico, a oxidação pode ser limitada através da incorporação das NPs de Cu em 
substratos celulósicos [141]. Este assunto será discutido em pormenor no capítulo 5 desta tese. 
 
1.4.2.4 Platina 
A platina é um material usado em numerosas aplicações industriais, nomeadamente 
catalíticas, existindo atualmente uma vasta gama de trabalhos que descrevem vários métodos para a 
síntese de NPs deste metal [82]. Este metal é considerado o melhor catalisador para redução de 
oxigénio a água por ganho de quatro eletrões em meios ácidos, uma vez que proporciona uma 
estabilidade maior e um sobrepotencial menor [109]. A preparação de nanocompósitos de 
celulose/Pt envolve geralmente a redução de um sal de platina através da adição de um agente 
redutor externo (NaBH4, HCHO, entre outros), na presença da celulose, podendo este substrato agir 
como um agente de direcionamento estrutural [53]. 
He et al. [90] descreveu um método para a obtenção de nanocompósitos de Pt e filmes de 
carbono amorfo através da carbonização das fibras de celulose. Os nanocompósitos celulose/NPs 
de Pt podem ser obtidos por redução com NaBH4 em condições hidrotérmicas e na presença de 
celulose nanoporosa [53]. Neste trabalho as NPs obtidas foram dispersas e estabilizadas na rede de 
fibras, não ocorrendo a sua agregação. Substratos celulósicos modificados na superfície com 
grupos amónio foram usados para preparar este tipo de materiais [85]. Neste método, a ligação das 
NPs de Pt carregadas negativamente nas fibras modificadas é conseguida através de interações 
eletrostáticas, provocando um elevado revestimento das fibras. 
A preparação de membranas condutoras de protões termicamente estáveis por deposição 
in situ de NPs de Pt na CB, através de uma redução química com NaBH4 ou HCHO em meio 
líquido, foi publicada por Yang et al. [109]. O material de cor preta obtido apresentou uma 
atividade eletrocatalítica elevada perspetivando-se a sua aplicação como membranas em células de 
combustível. 
No caso dos nanocompósitos celulose/Pt é de salientar que os grupos redutores da celulose 
apresentam uma eficiência menor na redução dos precursores metálicos. Benaissi et al. [82] 
publicou um trabalho onde é estudada a redução do H2PtCl6 a NPs de Pt em nanofibras de celulose 
cristalina de algodão através um sistema supercrítico de CO2/H2O. Nesta metodologia as fibras são 
usadas diretamente como agente de redução para a formação dos nanocompósitos celulose/Pt. Os 
mesmos autores descreveram a utilização de nanocristais de celulose (maior área de superfície por 
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unidade de peso em relação às fibras de CV tradicionais) para o mesmo objetivo [83]. Nesta 
variação a temperatura de reação pode ser reduzida de modo a obter NPs de Pt com diâmetros 
médios de 2 nm, com uma distribuição estreita de tamanho de partícula. 
A incorporação de NPs de Pt com forma irregular dispersas em acetato de celulose, usando 
líquidos iónicos, originou nanocompósitos que exibem efeitos sinérgicos na intensificação da 
atividade e durabilidade do seu efeito catalítico [142]. Os autores sugerem que a presença dos 
líquidos iónicos provoca uma separação maior entre as macromoléculas de celulose resultando num 
material mais flexível e menos viscoso. Os nanocompósitos resultantes acabam por apresentar 
maior atividade catalítica quando comparados com as NPs de Pt dispersas individualmente no 
líquido iónico, apresentando interesse prático na hidrogenação do cicloexeno [142] e na produção 
de hidrogénio [143]. 
 
1.4.2.5 Cobalto 
A deposição de NPs de Co em matrizes celulósicas tem sido um tópico de pesquisa nesta 
área devido principalmente à aplicação potencial destes nanocompósitos como materiais 
magnéticos. No entanto, devido à oxidação rápida destas NPs, o seu uso está associado à formação 
de ligas metálicas como por exemplo de FeCo, como será descrito na próxima secção. 
As propriedades magnéticas das NPs de Co são determinadas em grande medida pelos átomos à 
superfície. Para além disso, a cristalinidade, distribuição de tamanhos, forma das partículas e as 
NPs adjacentes afetam a resposta do material quando submetido a um campo magnético. 
Por conseguinte, a matriz na qual as NPs de Co são incorporadas, neste caso celulose, tem grande 
influência nas suas propriedades magnéticas assim como na distância entre elas [56]. 
No único trabalho encontrado para o sistema celulose/Co, os autores usaram duas 
metodologias químicas distintas de modo a estudarem o efeito sobre a estrutura e a morfologia das 
NPs de Co sintetizadas na matriz de celulose [56]. Na redução usando borohidreto foram obtidos 
materiais amorfos de Co-B ou de óxido de Co verificando-se um efeito adverso nas propriedades 
magnéticas em relação ao Co macrocristalino. No caso de ser usado o NaH2PO2 no método de 
redução são obtidas NPs ferromagnéticas de Co bem ordenadas nas quais as propriedades 
magnéticas das amostras se assemelham às do Co macrocristalino. 
 
1.4.2.6 Ligas metálicas 
As propriedades de sistemas metálicos podem variar de forma significativa através da 
mistura dos componentes em compostos intermetálicos e ligas. A diversidade de composições e 
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estruturas das ligas metálicas pode originar não só novas propriedades mas também melhorar 
algumas propriedades dos componentes metálicos devido aos efeitos sinérgicos [144]. A associação 
de ligas metálicas (normalmente bimetálicas) à celulose origina materiais com estruturas e 
propriedades bem-definidas e controláveis. A nanoestrutura bimetálica de FeCo pode ser obtida 
utilizando a celulose, onde o hexacianoferrato de cobalto é usado como precursor [145]. As NPs de 
FeCo são depositadas na matriz de celulose através da redução em fase gasosa com H2 originando 
estruturas tubulares ocas simulando a morfologia inicial do percursor. 
Aerogéis magnéticos podem ser obtidos usando as fibras de CV e CB, os quais podem ser 
compactados em papéis magnéticos rígidos [110]. As fibras atuam como moldes para o 
crescimento de NPs FeCo discretas formando um aerogel seco, leve, poroso, flexível e magnético 
com aplicação potencial em dispositivos como microfluídos e como atuadores na área da 
eletrónica. Foram também descritos nanocompósitos de PdCu em CB, em que as NPs de PdCu 
estão homogeneamente depositadas na superfície, que apresentam uma elevada atividade 
catalítica [146]. Embora o custo destes materiais tenha de ser considerado, estes materiais poderão 
ser interessantes para purificação de água, pois a liga PdCu é considerada o melhor catalisador para 
a desnitrificação de águas poluídas. 
 
1.5 Atividade antimicrobiana de NPs metálicas 
As NPs de Ag, Cu e Au, e respetivos bionanocompósitos apresentam um elevado número de 
aplicações, no entanto este trabalho apenas focou a sua aplicação como material antimicrobiano 
devido à forte citotoxicidade destas NPs metálicas para uma vasta gama de micro-organismos tais 
como bactérias e fungos [127]. 
As propriedades antimicrobianas da prata e do cobre (tanto na forma de NPs ou iónica) são 
bastante conhecidas, sendo claramente a prata o material mais usado. No caso especifico da prata, 
este metal é utilizado desde os Egípcios e amplamente na medicina moderna desde o início do 
século XX. Apesar da descoberta da penicilina e de outros antibióticos ter levado a uma diminuição 
do uso da prata em aplicações médicas, o desenvolvimento de novos compostos baseados neste 
metal não parou totalmente [147]. O aparecimento da sulfadiazina de prata(I) é um excelente 
exemplo pois é atualmente um dos agente antimicrobiano mais conhecidos e usado no tratamento 
de queimaduras graves [148]. No caso específico do cobre várias formas deste metal demonstraram 
atividade contra diversos micro-organismos, nomeadamente sob a forma de Cu(0), óxidos de  
Cu(I e II) e cobre iónico [9]. 
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Após numerosos estudos desenvolvidos, o mecanismo associado ao efeito antimicrobiano 
destas NPs metálicas continua sem ser totalmente compreendido. Foram sugeridos diversos 
mecanismos com base nas alterações morfológicas e estruturais observadas em bactérias que 
contataram com estes metais [8]. A maioria dos estudos sugere que as NPs podem fixar-se na 
superfície das membranas celulares perturbando a permeabilidade e as funções respiratórias dos 
micro-organismos [7, 147]. É de consenso geral que, tanto as NPs de Ag [149, 150] como de 
Cu [88], libertam iões metálicos que podem ter uma contribuição adicional no efeito 
antimicrobiano. A libertação de iões, para a maioria dos autores, explica o mecanismo de ação das 
NPs, uma vez que o mecanismo é praticamente idêntico ao proposto para os iões metálicos. 
Alguns estudos recentes referem que a formação de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas 
células devido a esta transferência de iões metálicos contribui também para este efeito [151]. 
Os ROS são subprodutos naturais do metabolismo respiratório dos organismos. Enquanto 
pequenos níveis podem ser controlados por moléculas antioxidantes existentes nas células, a 
produção em excesso pode produzir o stress oxidativo e a produção adicional de radicais livres 
pode atacar a membrana celular levando à sua rutura ou causar danos no ADN [152]. No caso das 
NPs metálicas estas podem atuar como catalisadores, originando ROS na presença de oxigénio 
dissolvido. Neste contexto, as NPs de Ag e Cu podem catalisar reações com o oxigénio levando à 
formação em excesso de radicais livres. Estudos realizados mostram o efeito de NPs de Ag na 
inibição das moléculas antioxidantes existentes nas células [127] assim como evidenciam a 
existência e a toxicidade dos radicais livres obtidos através destas NPs e da libertação dos seus 
iões [153]. Foi observado que a atividade antimicrobiana evidenciada pelas NPs de Ag foi anulada 
(especificamente para a E. coli e S. aureus) na presença de antioxidantes, sugerindo que o 
mecanismo está relacionado com a formação de radicais livres a partir da superfície das NPs de Ag 
que provocam danos na membrana celular [153]. 
No entanto, também pode ocorrer o dano direto da membrana celular pelas NPs. Smetana et 
al. [154] e Sondi et al. [155] demonstraram que NPs de Ag induzem a formação de “canais” nas 
membranas celulares podendo provocar a libertação do conteúdo celular. Outros estudos 
demonstraram que as NPs não interagem apenas com a membrana mas podem também penetrar 
dentro das células das bactérias [149, 152, 155]. O trabalho publicado por Gao et al. [156] é um 
exemplo que demonstra que este mecanismo não se baseia simplesmente na libertação de iões 
metálicos. Este estudo mostrou uma correlação entre a forma das NPs de óxido de cobre(I) e a sua 
atividade antimicrobiana sugerindo que a morte das bactérias pode ser induzida por interações 
específicas da superfície das NPs e dos micro-organismos (isto é, “contato-morte” como observado 
em polieletrólitos antimicrobianos [157]). 
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Os danos verificados nas paredes celulares podem ser causados pela interação das NPs com 
os compostos celulares contendo enxofre e fósforo uma vez que, por exemplo a prata, tem uma 
elevada afinidade para esse tipo de compostos [7]. Alguns trabalhos referem também a forte 
interação dos iões Ag(I) com grupos –SH disponíveis, causando a inativação das bactérias [158]. 
Estas interações das NPs com as membranas celulares acabam por evitar a replicação do ADN 
levando à morte dos micro-organismos (Figura 1.8) [150, 158]. É importante salientar que estudos 
proteómicos demonstraram, que no caso de NPs de Ag (tamanho médio de 9,3 nm), a concentração 
eficaz é a nível nanomolar, enquanto para os iões Ag+ ocorre a níveis micromolares [159, 160]. 
 
Figura 1.8 – Esquema resumido das possíveis interações das NPs de Ag com células bacterianas. As NPs de 
Ag podem: (1) libertar iões Ag(I) e originar ROS, (2) interagir com as proteínas da membrana afetando as 
suas funções, (3) acumular-se na membrana celular afetando a sua permeabilidade e (4) entrar na célula onde 
pode originar ROS, libertar iões Ag(I) e afetar o ADN. As espécies ROS e iões Ag(I) podem também afetar o 
ADN, a membrana celular e as proteínas da membrana (adaptada de [152]).  
 
Seguidamente far-se-á a subdivisão deste tópico, nomeadamente em atividade antibacteriana 
e antifúngica, de modo a salientar as diferenças entre os dois tópicos, descrevendo-se os 
desenvolvimentos mais recentes nestas áreas.  
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1.5.1 Atividade antibacteriana 
O uso excessivo de antibióticos leva a que cada vez mais surjam novas estirpes de bactérias 
com níveis perigosos de resistência causando um problema sério de saúde pública [149]. 
As bactérias são protegidas por uma parede celular rígida composta por polissacarídeos e 
péptidos podendo ser dívidas em dois grupos: Gram-negativas e Gram-positivas. Esta divisão é 
uma classificação geral para as bactérias baseada na estrutura da sua parede celular e resulta da 
resposta das bactérias à técnica de Gram. Neste teste as bactérias Gram-positivas mantêm a cor 
violeta do corante enquanto as Gram-negativas mudam para rosa ou vermelho. 
A principal diferença entre estes dois tipos de bactérias é a composição da parede celular. As 
bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular espessa e homogénea formada por uma 
camada de peptidoglicano muito entrelaçada, com cerca de 30 nm de espessura. Nas bactérias 
Gram-negativas, a camada de peptidoglicano é mais fina (entre 2 e 3 nm) e não é tão entrelaçada e, 
externamente a esta camada existe uma membrana externa assimétrica formada por proteínas, 
fosfolípidos e lipopolissacarídeos [149] (Figura 1.9). 
 
Figura 1.9 – Representação esquemática da estrutura da parede celular das bactérias Gram-negativas e 
Gram-positivas assim como as morfologias que podem apresentar (adaptada de [161]). 
 
Esta característica acaba por ser muito importante na interação das NPs metálicas com as 
bactérias. Alguns estudos mostram que as bactérias do tipo Gram-negativo são normalmente mais 
afetadas provavelmente devido a interações eletrostáticas que ocorrem entre as paredes celulares 
das bactérias e as NPs [162]. No entanto, na literatura não existe consenso pois fatores como a 
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forma das bactérias, espécie, tamanho e forma das NPs, entre outros, influenciam a atividade 
antibacteriana. 
O teor de NPs metálicas parece ser um fator determinante na atividade antibacteriana, uma 
vez que à medida que se aumenta o teor verifica-se o aumento da eficiência. Este valor varia em 
função da estirpe de bactéria testada como evidenciado por Marambio-Jones et al.[152]. Outro 
fator que influencia a atividade antibacteriana das NPs metálicas é o seu tamanho médio. A 
“ligação” das NPs às bactérias depende da área superficial disponível para a interação, pelo que o 
efeito das NPs é influenciado pela sua dimensão. As NPs de tamanhos mais reduzidos, tendo maior 
razão entre área superficial disponível e volume, mostram uma maior eficiência [147, 149, 163]. 
A dependência da forma das NPs na atividade antibacteriana foi demonstrada por Pal et 
al.[164] usando especificamente a E. coli (Gram-negativa). Através do estudo da superfície das 
bactérias, por microscopia eletrónica de transmissão, foi verificado que NPs com forma de 
nanodiscos triangulares apresentam atividades superiores a nanobastonetes e NPs esféricas. Este 
efeito foi justificado pela maior reatividade destas nanoestruturas devido à maior densidade 
atómica, sendo necessários teores de Ag de 1µg de nanodiscos, 12,5 µg de NPs esféricas e 50-100 
µg de bastonetes para obter atividade antibacteriana similar. 
A modificação superficial de nanoestruturas metálicas foi outra das características estudadas 
na atividade antibacteriana. Foi verificado que a atividade de NPs de Ag aumenta 
significativamente quando modificadas por tensioativos como o PVP ou o SDS, sendo este efeito 
explicado pelo efeito estabilizador destes compostos a nível da agregação das NPs. O tipo de 
polímero usado, o tamanho de cadeia e o modo de adsorção irá influenciar também a atividade 
obtida [147]. 
O facto mais importante a salientar na comparação com os antibióticos, é que o 
desenvolvimento de mecanismos de resistência das bactérias à prata iónica pode ser observado 
[147, 165]. No entanto, até ao momento, não foi publicado nenhum estudo onde se demonstre a 
resistência das bactérias ao uso de NPs de Ag como agente bactericida. Este facto é devido 
supostamente a diferenças nos mecanismos de ação antibacteriana das diversas formas de prata 
[166]. 
Atualmente a atividade antibacteriana das NPs metálicas é uma propriedade bastante 
explorada no desenvolvimento de novos materiais, principalmente para uso na área médica 
(hospitalar) e farmacêutica. A sua aplicação em revestimento de cateteres para retardar o 
desenvolvimento de micro-organismos, no aumento da atividade de antibióticos, em produtos de 
higiene incluindo cremes para o rosto, em suplementos de saúde, em cartuchos de filtração de água 
e de ar, entre muitos outros é uma realidade [7]. 
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1.5.2 Atividade antifúngica 
Os fungos apresentam um conjunto de características que permitem a sua diferenciação das 
plantas: não sintetizam clorofila, não têm celulose na sua parede celular (exceto alguns fungos 
aquáticos) e não armazenam amido como substância de reserva. Os fungos alimentam-se por 
absorção de matéria orgânica morta (saprófitos) ou através da absorção de nutrientes de 
hospedeiros vivos (parasitas), podendo também viver em simbiose com outros organismos. 
Estes organismos eucarióticos são multicelulares, na maioria das vezes (como os cogumelos e os 
bolores – classe em estudo), mas podem ser unicelulares (leveduras). Todos os fungos são 
heterotróficos não podendo fabricar matéria orgânica a partir do carbono inorgânico, pois não têm 
pigmentos fotossintéticos [167, 168]. 
Os fungos multicelulares são constituídos por uma série de filamentos em forma de tubo 
denominados hifas. O conjunto massificado de hifas designa-se por micélio [169]. O micélio que se 
desenvolve no interior do substrato, funcionando como elemento de sustentação e de absorção de 
nutrientes é chamado de micélio vegetativo, enquanto o que se projeta na superfície e cresce acima 
do meio de cultivo é o micélio aéreo. Quando o micélio aéreo se diferencia para sustentar os corpos 
de frutificação ou propágulos, constitui o micélio reprodutivo. As hifas septadas têm paredes 
(septos) a separar os compartimentos celulares entre si (Figura 1.10a). Os septos possuem poros 
que permitem a comunicação, e mesmo o movimento de organitos, entre os citoplasmas adjacentes 
[168, 170]. 
A maioria dos fungos apresenta dois tipos de reprodução, nomeadamente a sexuada 
(conjugação entre dois micélios diferentes e ocorre em condições desfavoráveis) e assexuada. 
Na reprodução assexuada a reprodução ocorre através de fenómenos de fragmentação do micélio 
designando-se por gemiparidade em fungos unicelulares e por esporulação em fungos 
multicelulares. A esporulação implica a existência de estruturas especializadas na produção de 
esporos, formadas por hifas verticais, mais ou menos compactas, e separadas por septos do restante 
micélio (esporangióforos ou conidióforos) (Figura 1.10b). Os esporos são células especializadas na 
dispersão, sendo produzidos aos milhões e transportados pelo vento, até atingirem um substrato 
favorável, onde se desenvolvem num novo micélio. Estes esporos são geralmente libertados e 
podem permanecer viáveis durante longos períodos de tempo. Existem, igualmente, esporos de 
parede fina e envoltos por uma substância pegajosa que lhes permite aderir ao corpo de outros 
organismos espalhando-os pelo meio [170]. 
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Figura 1.10 – Imagem de microscopia de um micélio com hifas septadas (a) [168] e esquema de conídios de 
Aspergillus agrupados (b) [170]. 
 
Os fungos são fundamentais para a ecologia do planeta, atuando com as bactérias no 
processo de decomposição de matéria orgânica, sendo também importantes no fabrico de produtos 
de elevado consumo, como o álcool etílico, queijo e pão [167, 168, 170]. Os fungos também podem 
ser utilizados diretamente como alimentos e produzem inúmeros metabolitos utilizados na 
indústria, nomeadamente enzimas, ácidos, inseticidas e fungicidas [168]. Alguns estudos referem 
que estes micro-organismos podem ser usados na biossíntese, quer intra ou extracelular, de NPs 
metálicas como Ag ou Au [171, 172]. 
Apesar de todas estas associações vantajosas, alguns destes organismos podem provocar 
também enormes devastações, bastando referir que cerca de 30 a 40% das culturas agrícolas anuais 
são destruídas por fungos [168]. Doenças como a micose, as alergias ou o consumo de substâncias 
tóxicas produzidas por diferentes tipos de fungos são outros exemplos de efeitos prejudiciais deste 
tipo de organismos [168, 173]. Nos últimos anos, de igual modo ao verificado para as bactérias, 
tem sido observado um aumento da resistência dos fungos aos fungicidas convencionais, 
verificando-se especificamente o aumento drástico de infeções provocadas por espécies fúngicas 
oportunistas. Apesar da maioria destas infeções ser devida principalmente a espécies distintas de 
género Aspergillus e Candida, o espetro de fungos patogénicos tem-se diversificado [174]. Infeções 
de pele causadas por fungos, como espécies de género Trichophyton e Candida, têm-se tornado 
comuns, em particular, em doentes com cancro ou leucemia tratados por quimioterapia, uma vez 
que têm o sistema imunológico debilitado [175]. 
Os azóis e os polienos são as classes de compostos mais usados na terapêutica antifúngica, 
no entanto o aparecimento de resistência por parte de várias espécies ao fluconazol, mas também a 
elevada toxicidade da anfotericina B e de fungicidas sintéticos, tornou inevitável e urgente a 
procura de novos agentes antifúngicos [174, 176]. 
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Muitos estudos têm demonstrado a elevada eficiência antimicrobiana da prata, no entanto 
dentro destes estudos, o seu efeito (e respetivo mecanismo) contra fungos patogénicos é bastante 
mais recente e menos estudado em relação ao seu efeito antibacteriano [177]. Apesar deste facto, o 
efeito da prata contra diversos fungos como em espécies de género Candida [175, 178-181], 
espécies de Trichophyton mentagrophytes [175], Bipolaris sorokiniana e Magnaporthe grisea 
[177] ou distintas espécies de género Aspergillus [135, 181], encontra-se descrito. É de salientar 
que nestes trabalhos, apenas os mais recentes começaram a referir o uso das NPs de Ag. 
Apesar do mecanismo de ação das NPs de Ag em fungos também não ser totalmente 
compreendido, estes estudos demonstraram que tanto as NPs de Ag como a sua forma iónica 
reduzem o crescimento de fungos. A sua eficiência fungicida depende da espécie de fungo e das 
condições testadas (tempo, humidade, temperatura, …) [177]. As NPs de Ag podem ligar-se 
diretamente e/ou penetrar nas membranas “matando” os esporos, sendo explicado em alguns 
trabalhos que o efeito antifúngico se deve principalmente à libertação de iões Ag(I) [177]. Outro 
estudo mostrou que as NPs de Ag podem exercer uma atividade antifúngica devido à perturbação 
da estrutura celular, inibindo o processo normal de crescimento do fungo devido à destruição da 
integridade das membranas [182]. 
Em resumo, a aplicação de NPs de Ag ou da sua forma iónica tem um grande potencial no 
desenvolvimento de novos materiais com aplicabilidade antifúngica. O desenvolvimento de 
materiais para o tratamento de infeções de pele, aplicações clínicas ou mesmo na indústria 
alimentar são apenas alguns exemplos das aplicações propostas em vários artigos [135, 175, 180, 
181]. Naturalmente, neste tipo de materiais bem como em materiais análogos usando biopolímeros, 
deve-se ter em conta os efeitos adversos nomeadamente ao nível do impacto na saúde e no 
ambiente [183, 184]. 
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1.6 Objetivos do trabalho 
De acordo com o contexto apresentado, o objetivo geral desta dissertação consistiu em 
estudar a preparação e caracterização de novos materiais compósitos constituídos por polímeros 
obtidos a partir de fontes renováveis e NPs metálicas. Diversas estratégias preparativas foram 
investigadas, nomeadamente a síntese in situ e a pós deposição das NPs previamente sintetizadas, 
usando como matrizes os biopolímeros celulose, quitosano e pululano. Como cargas dos 
bionanocompósitos investigaram-se NPs de Ag, Au e Cu. 
Os materiais preparados foram caracterizados de modo a perceber a influência das diferentes 
nanofases e da sua morfologia nas propriedades apresentadas pelos nanocompósitos, para além do 
tipo de biopolímero usado e da respetiva metodologia de preparação. O objetivo foi perceber os 
fenómenos subjacentes a cada tipo de nanocompósito tendo em vista a sua potencial aplicação 
como materiais antimicrobianos com base em biopolímeros. 
No capítulo 2 pretendeu-se investigar os aspetos fundamentais de nucleação e de 
crescimento de NPs de Ag em matrizes celulósicas (CV e CB) de modo a perceber como as 
diferenças estruturais entre estas duas matrizes afetam os nanocompósitos obtidos. A alteração da 
metodologia de síntese e dos respetivos teores de prata foram estudados de modo a perceber como 
a própria atividade antibacteriana é influenciada por estes parâmetros, estudando-se para o efeito 
diferentes espécies bacterianas. Com o objetivo de verificar a influência da libertação de Ag(I) no 
mecanismo antibacteriano das NPs de Ag foi também estudada a libertação catiónica de Ag pelos 
nanocompósitos. 
No capítulo 3 pretendeu-se estudar a incorporação de NPs de Ag em quitosano tendo como 
objetivo a preparação de filmes transparentes com atividade antibacteriana. Foram estudados 
processos de funcionalização química do quitosano de modo a melhorar a distribuição das NPs no 
filme e a obter uma melhor eficiência bactericida. Diferentes métodos de síntese das NPs de Ag 
para avaliar o efeito do tamanho de partícula foram investigados, assim como o respetivo teor de 
Ag. Prepararam-se filmes de quitosano com outras NPs metálicas (nomeadamente de Au) para 
testar a influência de distintas nanofases metálicas na ação antimicrobiana, de modo a se tentar 
perceber os mecanismos de ação subjacentes às NPs metálicas. 
No capítulo 4 foi estudada a preparação de filmes compósitos transparentes com atividade 
antimicrobiana, no entanto, neste caso o pululano foi utilizado como matriz. Foi investigada a 
incorporação de NPs de Ag com distinta distribuição de tamanhos de partícula e teores de Ag, 
avaliando-se a atividade antifúngica dos nanocompósitos preparados. O objetivo consistiu em 
verificar a influência destes parâmetros num tipo de atividade antimicrobiana pouco estudada, 
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principalmente quando se refere ao uso de materiais com base em biopolímeros e NPs metálicas. 
Um ensaio para estudar a aplicabilidade destes nanocompósitos com material de embalagem foi 
realizado de forma a avaliar o seu interesse prático. 
No capítulo 5 estudou-se a incorporação de NPs de Cu em distintos substratos celulósicos. O 
objetivo deste capítulo foi averiguar de que modo a morfologia do template celulósico e a respetiva 
morfologia das nanoestruturas de Cu influenciam a extensão de oxidação deste tipo de NPs, 
propensas à oxidação sob condições ambiente. Foram estudados os diferentes materiais preparados, 
ao longo do tempo e recorrendo a várias técnicas instrumentais, de modo a tentar compreender os 
processos subjacentes a este efeito oxidativo. Foi também estudado o efeito antibacteriano dos 
materiais preparados, tendo com objetivo avaliar o efeito da variação de substrato celulósico em 
conjunto com a alteração da morfologia da nanofase de Cu.  
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NANOCOMPÓSITOS DE PRATA DE MATRIZ CELULÓSICA 
 (CB E CV) 
 
 
 
 
Neste capítulo descreve-se a preparação e as propriedades de nanocompósitos de celulose/Ag. 
Os nanocompósitos foram obtidos por diferentes metodologias, nomeadamente a síntese de Ag 
in situ e a deposição camada a camada (LbL) de NPs de Ag previamente preparadas, sendo usados 
dois substratos celulósicos distintos (CB e CV). Os nanocompósitos foram caracterizados em 
termos da sua morfologia, composição química e da sua atividade antibacteriana designadamente 
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae.  
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2.1 Introdução 
Nos últimos anos tem-se assistido a um interesse renovado na utilização da celulose em 
novas aplicações, principalmente devido à crescente preocupação com a sustentabilidade e como 
tal ao interesse tecnológico em utilizar matérias-primas de fontes renováveis [1]. De entre os 
polímeros obtidos a partir de fontes renováveis, a celulose é o polímero mais abundante na 
Natureza assim como o componente mais importante da parede celular das plantas. 
Este biopolímero é a base estrutural das paredes celulares de praticamente todas as plantas, alguns 
fungos (oomicetos) e de algumas algas, sendo por isso normalmente considerado uma matéria-
prima quase inesgotável [2, 3]. 
A celulose é o constituinte maioritário da madeira de resinosas e folhosas, representando 
cerca de 40 a 45% da matéria seca da madeira. O principal método para obtenção deste 
biopolímero, que é utilizado principalmente para a produção de papel, é o processamento da 
madeira para obtenção da pasta de papel. A estrutura molecular específica e a sua tendência para 
formar ligações por pontes de hidrogénio concedem-lhe características de alta funcionalidade, 
compatibilidade e possibilidade de modificação química [2, 4]. 
Devido às suas características, a celulose e os seus derivados têm vindo a ser usados numa 
vasta gama de aplicações em diversas áreas para além da indústria do papel, tais como a indústria 
têxtil, no campo biomédico com materiais para engenharia de tecidos (propriedades mecânicas 
semelhantes aos tecidos humanos, permitindo o fabrico simples de uma variedade de formas com 
porosidades moduláveis), na indústria alimentar, na eletrónica, entre outras [1, 2, 5, 6]. 
Além do principal método de produção, a extração a partir de plantas, existem outras formas 
para obtenção da celulose sendo um delas a biossíntese através de diferentes tipos de 
microrganismos (algas, bactérias ou fungos). Entre todas as espécies produtoras de celulose 
bacteriana (CB) as bactérias do género Acetobacter são normalmente a mais usadas na sua 
produção pois têm a capacidade de produzir extracelularmente grandes quantidades de celulose de 
forma organizada [2, 7]. 
A CB é produzida na forma de uma membrana (meio de cultura estático) com 
aproximadamente 98,5% de água. A CB é caracterizada por apresentar uma estrutura 
tridimensional única de nano e microfibrilas que faz com que apresente propriedades 
substancialmente distintas da CV, embora a sua estrutura química seja idêntica. O seu elevado grau 
de pureza (não contém lenhina, hemicelulose, pectina e outros compostos associados, como na 
CV), elevada cristalinidade (60-90%), grande elasticidade, força mecânica (particularmente quando 
húmida) e capacidade de retenção de água faz com que este biopolímero seja amplamente usado 
em diferentes áreas [7-9]. Algumas das suas aplicações mais conhecidas são na indústria alimentar 
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e na área médica nomeadamente em curativos, pele artificial e biomembranas, no entanto também é 
usada, em menor extensão, no fabrico de papéis com maior resistência [2, 7, 8, 10].  
A prata, tanto na forma metálica como iónica, apresenta uma citotoxicidade forte para uma 
ampla gama de microrganismos e o seu uso como agente antimicrobiano é bem conhecido [11, 12]. 
Na literatura encontra-se referido que o modo de ação antibacteriana das NPs de Ag é bastante 
semelhante ao ião prata, no entanto, a concentração mínima efetiva de biocida no caso das NPs de 
Ag encontra-se na gama nanomolar enquanto para os iões prata na gama micromolar [13]. 
A prata tem uma ação oligodinâmica, isto é, em concentrações baixas afeta a atividade de 
organismos vivos podendo, dependendo da concentração, estimular, inibir, ou mesmo destruir o 
organismo. A prata apresenta assim a capacidade de inibição do crescimento de bactérias (efeito 
bacteriostático) e/ou destruição das bactérias (efeito bactericida) [14, 15]. 
Como exemplificado no capítulo 1, a celulose encontra-se entre os biopolímeros mais 
estudados no que se refere à sua utilização para a preparação de bionanocompósitos com NPs 
metálicas, principalmente com NPs de Ag. Neste contexto, a associação de NPs de Ag a 
biopolímeros como a CV ou a CB representa uma abordagem estimulante para o desenvolvimento 
de novos materiais compósitos com uma elevada diversidade de aplicações nomeadamente em 
materiais onde as propriedades antibacterianas são cruciais. 
Atendendo à diversidade de técnicas existentes para a preparação destes nanocompósitos 
(redução do Ag (I) in situ com diversos agentes redutores [16], a pós-deposição das NPs 
previamente preparadas [17]), este trabalho procurou fazer uma análise comparativa entre estas 
diversas metodologias. Para além disso foram avaliados diversos métodos para a preparação de 
materiais com base na CB, um substrato bastante menos estudado nesta área. Este estudo pretendeu 
investigar a influência de diversos parâmetros como as metodologias de síntese, tipo de substrato 
celulósico e teores de Ag na atividade antibacteriana apresentada pelos nanocompósitos 
sintetizados. 
Este capítulo encontra-se dividido em três partes. Na primeira será abordada a preparação e 
caracterização de diversos nanocompósitos de celulose/Ag obtidos através de distintas 
metodologias de onde se destacam as metodologias in situ e de pós-deposição. Serão comparadas 
as diferenças nas propriedades óticas e morfológicas obtidas em função da metodologia e do 
substrato celulósico usado. Na segunda parte será apresentado o estudo da atividade antibacteriana 
dos nanocompósitos anteriormente preparados. Fatores como teor de prata, substrato e metodologia 
usada na síntese dos nanocompósitos, entre outros serão discutidos em pormenor. Por último será 
feito o estudo de libertação de Ag(I) pelos nanocompósitos de modo a avaliar a permanência da 
atividade antibacteriana ao longo do tempo.  
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 2.2 Preparação e caracterização de nanocompósitos celulose/Ag 
Neste trabalho foram preparados vários nanocompósitos por incorporação de NPs de Ag em 
substratos celulósicos, nomeadamente CB e CV. Uma vez que a morfologia e tamanho das NPs 
dependem consideravelmente do método utilizado na sua preparação, neste trabalho, para a síntese 
dos nanocompósitos foi usado o método de Creighton, o qual é baseado na redução de sais de Ag(I) 
com borohidreto de sódio [18], e o método de redução de Ag+ sob radiação UV. 
Na preparação prévia das NPs de Ag, através do método de Creighton foram obtidas 
soluções coloidais amarelas que apresentaram uma banda de absorção com um máximo centrado a 
392 nm (Figura 2.1a). Esta metodologia origina NPs esféricas tendo sido o seu tamanho estimado 
por análise de TEM e DLS. Através da análise de TEM (Figura 2.1b) obteve-se um tamanho médio 
de NPs de 7,2 ± 2,2 nm. Através da análise de DLS o tamanho médio das NPs de Ag obtido foi de 
7,3 nm ± 1,1 nm, confirmando assim o valor obtido por TEM. Esta pequena diferença poderá 
deve-se a que na análise de DLS é medido o diâmetro hidrodinâmico, que inclui a camada de 
hidratação. 
 
 
Figura 2.1 – Espetro de UV-vis e correspondente fotografia digital (a) e imagem de TEM (b) de coloides de 
Ag obtidos por redução com borohidreto de sódio. 
 
A variação da quantidade de prata nos nanocompósitos foi efetuada alterando a concentração 
inicial do sal de Ag(I) nas metodologias in situ e variando a concentração de NPs de Ag no coloide 
inicial no caso da pós-deposição e difusão. A Tabela 2.1 descreve todas as amostras preparadas 
assim como o seu conteúdo final em Ag determinado por análise elementar (ICP). 
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Tabela 2.1 – Nanocompósitos celulose/prata obtidos através de diferentes metodologias e teor final em prata 
determinado por análise elementar. 
Substrato Método Referência Ag  (% m/m) 
Celulose Vegetal (CV) 
Redução do Ag+ com borohidreto 
CV/Agbor1 8,5 × 10-2 
CV/Agbor2 4,5 × 10-3 
CV/Agbor3 6,2 × 10-4 
CV/Agbor4 1,6 × 10-2 
Pós-deposição das NPs de Ag por LbL 
CV//Ag1 0,57 
CV//Ag2 3,3 × 10-3 
CV//Ag3 1,8 × 10-3 
CV//Ag4 1,2 × 10-3 
CV//Ag5 5,0 × 10-3 
CV//Ag6 5,0 × 10-4 
CV//Ag7 2,4 × 10-2 
Redução do Ag+ sob radiação UV 
CV/AgUV1 8,5 × 10-3 
CV/AgUV2 6,6 × 10-4 
Celulose Bacteriana (CB) 
Redução do Ag+ com borohidreto 
CB/Agbor1 4,4 
CB/Agbor2 7,4 × 10-3 
CB/Agbor3 2,3 × 10-1 
Difusão das NPs de Ag 
CB/Agdif1 4,7 × 10-3 
CB/Agdif2 1,3 × 10-1 
Redução do Ag+ sob radiação UV 
CB/AgUV1 2,0 × 10-2 
CB/AgUV2 2,9 × 10-1 
CB/AgUV3 9,3 × 10-2 
CB/AgUV4 6,1 × 10-2 
 
2.2.1 Preparação de nanocompósitos através da metodologia in situ 
Devido ao seu carácter hidrofílico, as fibras de celulose quando dispersas em água têm a 
capacidade de “promover” a nucleação heterogénea de NPs de Ag na sua superfície. A CB, devido 
à sua estrutura 3D e altamente porosa, pode também atuar como uma membrana que permite a 
difusão das NPs de Ag para o seu interior [19, 20]. 
Para a preparação dos nanocompósitos através da metodologia in situ foram usadas duas 
estratégias distintas, nomeadamente a redução de Ag(I) com borohidreto e sob radiação UV. 
Os nanocompósitos obtidos através destas estratégias apresentaram a coloração amarela 
característica dos coloides de Ag sintetizados pelo método do borohidreto (Figura 2.2). Tal como 
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esperado, os nanocompósitos obtidos com maior quantidade de Ag(I) apresentaram uma coloração 
mais intensa do que no caso em que se usou menor quantidade do sal de Ag(I). 
 
Figura 2.2 – Fotografias digitais dos nanocompósitos de CV/Ag (a) e CB/Ag (b). 
 
Os espectros óticos dos nanocompósitos obtidos através da redução do Ag(I) com 
borohidreto (Figura 2.3a) confirmaram a presença de NPs de Ag uma vez que, tanto para a CV 
como para a CB, se observou a banda de absorção típica das NPs de Ag no visível (λmáx = 425 nm 
para o CV/Agbor1 e λmáx = 433 nm para o CB/Agbor1). Os espetros óticos dos nanocompósitos 
obtidos através da redução de Ag(I) sob radiação UV são apresentados na Figura 2.3b. No caso do 
nanocompósito CV/AgUV1 este apresenta uma banda com um máximo de absorção a 429 nm, isto é, 
a um comprimento de onda idêntico ao observado para o nanocompósito preparado com fibras de 
CV e usando o borohidreto com agente redutor. O nanocompósito CB/AgUV1 apresenta uma banda 
larga com um máximo de absorção a 447 nm. No caso dos nanocompósitos preparados por redução 
do Ag(I) sob radiação UV, a banda de absorção prolonga-se para maiores comprimentos de onda, o 
que poderá dever-se à formação de aglomerados e/ou diversidade de morfologias das NPs de Ag 
[21, 22]. Alguns trabalhos [23] referem que este comportamento se poderá dever a uma maior 
concentração de NPs metálicas (menor distância entre as NPs) no nanocompósito. No entanto neste 
trabalho, de acordo com as quantidades relativas de Ag nos nanocompósitos, não se verificou este 
comportamento. 
Geralmente as bandas de absorção devidas ao plasmão de superfície das NPs de Ag nos 
nanocompósitos são mais largas em relação aos coloides originais, assim como ocorreu o 
deslocamento do máximo de absorção para comprimentos de onda superiores. Esta observação 
pode dever-se a alterações na função dielétrica, do meio circundante (quando passamos da água 
para os biopolímeros) e/ou também ao acoplamento plasmónico devido às NPs se encontrarem 
mais próximas entre si na matriz celulósica [24, 25]. 
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Figura 2.3 – Espetros óticos de nanocompósitos de celulose/Ag obtidos por redução de Ag(I) com 
borohidreto (a) e sob radiação UV (b). 
 
De modo a caracterizar a superfície e textura das amostras compósitas, estas foram 
analisadas por SEM. A Figura 2.4 mostra as imagens de SEM dos nanocompósitos obtidos por 
redução do Ag(I) com borohidreto para a CV e para a BC. 
 
Figura 2.4 – Imagens de SEM do nanocompósito CV/Agbor1 (a e b) e do nanocompósitos CB/Agbor1 (c e d) a 
diferentes ampliações. 
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No caso dos nanocompósitos com a CB a presença de Ag é inequívoca devido à observação 
direta das NPs na superfície dos nanocompósitos, no entanto para a CV não foi possível observar 
claramente NPs de Ag individualizadas à sua superfície, mesmo a ampliações elevadas. Neste caso 
específico as imagens de SEM da superfície dos nanocompósitos com CV parecem indicar a 
formação de um filme de Ag através da sobreposição das NPs que praticamente cobre toda a 
superfície das fibras de celulose. Para corroborar esta ideia procedeu-se à análise de EDX e ao 
mapeamento por EDX do nanocompósito CV/Agbor1 (Figura 2.5 e Figura 2.6). 
Como se pode observar na Figura 2.5, devido à natureza do substrato, a análise por SEM e 
EDX para este tipo de amostras é bastante complicada uma vez que o feixe degrada a própria 
amostra dificultando a obtenção de resultados exatos. Apesar deste facto o mapeamento do 
nanocompósito permitiu identificar a presença de Ag nas fibras. 
 
Figura 2.5 – Imagem de SEM do nanocompósito CV/Agbor1 (a) e respetivo espetro de EDX (b). 
 
A imagem do mapeamento (Figura 2.6) mostra a presença de Ag, no entanto de igual modo 
ao verificado na Figura 2.5, observa-se que quando se procede a este tipo de análise a matriz 
orgânica do nanocompósito (neste caso a CV) degrada. 
Para os nanocompósito CB/Agbor1 também foi realizada a análise por EDX e respetivo 
mapeamento de modo a verificar a homogeneidade química das amostras e a observar a 
distribuição espacial de prata e carbono nos nanocompósitos. A Figura 2.7 mostra a imagem de 
SEM e o correspondente mapeamento por EDX para os elementos Ag e C típica para este tipo de 
nanocompósitos. Estes resultados mostram que quando a CB é usada como substrato ocorre uma 
distribuição homogénea de NPs de Ag discretas ao longo do nanocompósito com um tamanho 
médio de cerca de 38 nm, tanto na superfície como na estrutura interna das fibrilas, verificando-se 
em alguns casos a aglomeração das NPs de Ag em algumas zonas da CB.  
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Figura 2.6 – Imagem de SEM do nanocompósito CV/Agbor1 (a) e correspondente mapa de distribuição de 
elementos de Ag:C (b) (ampliação 35 kx). 
 
 
Figura 2.7 – Imagem de SEM do nanocompósito CB/Agbor1 (a) e correspondente mapa de distribuição de 
elementos de Ag:C (b), Ag (c) e C (d) (ampliação 18 kx). 
 
Através da observação das imagens de SEM verificaram-se diferenças entre os 
nanocompósitos preparados por redução do Ag(I) por radiação UV (Figura 2.8) relativamente aos 
obtidos por redução por borohidreto. Foi possível observar a deposição preferencial das NPs à 
superfície das fibras e a formação de numerosos agregados de Ag metálica em ambos os substratos 
celulósicos estudados, sendo mais visíveis no caso da utilização da CB como matriz. Este resultado 
encontra-se de acordo com o descrito na literatura [26, 27] onde se verifica que a concentração do 
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sal de prata na solução não é um fator essencial neste tipo de síntese. Nestes trabalhos em 
nanocompósitos celulose/Ag [26] e fibras de acetato de celulose com Ag [27], ambos preparados 
por redução do AgNO3 sob radiação UV, a intensidade da radiação UV e o tempo de irradiação 
foram os fatores que afetaram mais a quantidade e a dispersão (aglomeração) das NPs. 
A síntese dos nanocompósitos por esta metodologia mostrou que ocorre a formação de um 
filme contínuo de prata no caso das fibras do nanocompósito CV/AgUV1 e de NPs de Ag discretas 
no nanocompósito BC/AgUV1. Neste último caso, além de NPs esféricas mais aglomeradas, 
obtiveram-se partículas com morfologias distintas, nomeadamente com formas triangulares e 
hexagonais, com tamanhos superiores às obtidas pelo método anterior. No caso destes 
nanocompósitos a distribuição de Ag nos materiais é heterogénea havendo áreas com elevado 
número de aglomerados e áreas sem aglomerados. 
 
Figura 2.8 – Imagens de SEM do nanocompósito CV/AgUV1 (inserção: espetro caraterístico de EDX 
mostrando a presença de Ag) (a) e nanocompósito de CB/AgUV1 mostrando as diferentes morfologias (b). 
 
Estas observações através de SEM confirmaram os resultados da caracterização ótica destes 
nanocompósitos, ou seja, devido à formação de NPs de Ag com morfologia distinta e mais 
aglomeradas, ocorre um alargamento da banda de absorção para maiores comprimentos de onda. 
De modo a confirmar o papel ativo dos terminais redutores da celulose na formação das NPs 
de Ag, as fibras de celulose (CV e CB) foram tratadas com borohidreto de sódio, segundo uma 
metodologia conhecida [28], de modo a remover esses terminais. Após este tratamento, ambos os 
substratos foram imersos na solução do sal de Ag(I) e tentadas ambas as metodologias in situ, 
usando as mesmas condições descritas para os substratos sem tratamento. Neste caso não se 
verificou a formação de NPs de Ag, confirmando-se assim a ação redutora destes grupos na 
formação de Ag nos nanocompósitos. É de salientar que nos últimos anos vários trabalhos têm 
vindo a ser desenvolvidos [16, 29, 30] onde é descrita a extrema importância destes grupos para a 
preparação de nanocompósitos à base de celulose. Estes estudos referem que podem ocorrer 
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interações eletrostáticas entre os iões prata e os grupos redutores da matriz da CB. Assim, as fibras 
que são carregadas negativamente podem atrair os iões prata via interações eletrostáticas sendo 
estes iões mantidos fixos e distribuídos uniformemente na superfície das fibras de celulose. Caso as 
fibras com os iões prata sejam depois imersos numa solução com um agente redutor, na presença 
ou ausência de agentes protetores, os iões prata serão reduzidos a partículas de Ag0 [29]. No caso 
da remoção destes grupos, a ligação da prata às matrizes celulósicas não ocorre. 
A difração de raios X (XRD) foi usada na maioria das amostras de modo a identificar a 
estrutura das fases cristalinas presentes nos compósitos finais. A Figura 2.9 mostra os 
difratogramas dos nanocompósitos CV/Agbor1 e CB/AgUV1. Verificou-se que, em ambos os casos, 
está presente uma fase identificada como Ag metálica sendo visível nos difratogramas as difrações 
2θ correspondentes a esta fase: 2θ = 38,2º (111), 44,6º (200), 64,5º (220) e 77,3º (311), o que está 
de acordo com o descrito na literatura para a estrutura cúbica de faces centradas [31]. 
 
Figura 2.9 – Difratogramas de raios X dos nanocompósitos CV/Agbor1 (a) e CB/AgUV1 (b). 
 
Para além da fase correspondente à Ag metálica é possível observar na Figura 2.9a os picos 
de difração da celulose I a 2θ = 14,9; 16,3; 22,5 e 34,6º atribuídos aos planos (101), (101), (002) e 
(040) [32]. No caso da CB (Figura 2.9b) verificou-se que esta apresenta picos a 2θ = 15 e 22,5º que 
são devidos às fases Iα e Iβ presentes na matriz [33]. Neste caso, o pico a 15º é atribuído aos planos 
(1001α), (1101β) e (0101β) enquanto o pico a 22,5º é atribuído aos planos (1101α) e (2001β). No caso 
do nanocompósito com CB é possível observar outros picos de menor intensidade que se poderão 
dever a resíduos dos sais usados na sua produção. 
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2.2.2 Preparação de nanocompósitos através da metodologia LbL e difusão 
Para a preparação dos nanocompósitos através destas duas estratégias procedeu-se à síntese 
prévia das NPs de Ag por redução com borohidreto e posterior ligação às fibras. No caso das fibras 
de CV foi usado o método de deposição camada a camada (LbL) enquanto para as fibras de CB foi 
usada a metodologia de difusão. 
Normalmente as fibras de CV em meio aquoso apresentam carga superficial negativa numa 
ampla gama de pH devido à presença de unidades ionizáveis tais como grupos hidroxilo e 
carboxílicos resultantes do processamento químico, ou então devido à presença de outros 
polissacarídeos existentes em menor quantidade como as glucuronoxilanas. De facto, o potencial 
Zeta da celulose pura aproxima-se de zero apenas quando o pH é menor que 2,7 (Figura 2.10) [3]. 
 
Figura 2.10 – Potencial Zeta de fibras de celulose em função do pH e da metodologia de extração [34]. 
 
Através da análise do potencial Zeta das NPs de Ag sintetizadas verificou-se que estas 
apresentam igualmente carga negativa (-19,5 ± 8,6 mV a pH = 7). Uma vez que ambas as 
superfícies têm carga superficial negativa, torna-se inviável a deposição direta das NPs de Ag sobre 
a celulose, o que foi confirmado experimentalmente. No entanto, a adsorção sucessiva de um 
polieletrólito catiónico (PDDA), um polieletrólito aniónico (PSS) (Figura 2.11) e novamente o 
polieletrólito catiónico nas fibras de CV (potencial Zeta das fibras com as camadas 
PDDA/PSS/PDDA é de +12,0 ± 4,3 mV a pH = 6,6), antes da imersão no coloide de Ag, revelou-se 
uma metodologia promissora para a preparação de nanocompósitos como demonstrado 
anteriormente no caso de coloides de Au [20]. É de salientar que a técnica de LbL é aplicada 
normalmente a substratos homogéneos e regulares (por exemplo substratos de vidro) no entanto, 
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neste caso particular, as fibras de celulose são substratos com uma superfície mais irregular 
procedendo-se por isso à deposição sucessiva e sequencial dos polieletrólitos de modo a melhorar a 
homogeneidade das NPs no nanocompósito final. 
 
Figura 2.11 – Estrutura química dos dois polielectrólitos utilizados: PDDA – poli(cloreto de 
dialildimetilamónio) e PSS – poli(4-estirenosulfonato de sódio). 
 
Através da análise de SEM dos nanocompósitos com CV verificou-se que ocorre uma 
distribuição homogénea da NPs de Ag na superfície desta matriz como exemplificado na Figura 
2.12 para a amostra CV//Ag1. 
 
Figura 2.12 – Imagem de SEM do nanocompósito CV//Ag1 preparado por LbL a diferentes ampliações: 
6 kx (a) e 50 kx (b). 
É de salientar que a lavagem dos nanocompósitos em água sob agitação mecânica vigorosa 
não levou ao desprendimento das NPs da superfície das fibras de CV. Isto indica que as NPs de Ag 
encontram-se ligadas às fibras celulósicas o que pode estar relacionado com a ligação eletrostática 
entre a carga negativa das NPs e a carga positiva das fibras de CV com o PDDA à sua superfície. 
Foi verificado que todas as NPs de Ag que se colocam em solução para aderir à CV acabam por 
ficar à superfície deste substrato uma vez que a cor da solução passa de amarela a transparente. Isto 
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dá uma indicação clara de que utilizando esta metodologia podemos ter um controlo aceitável sobre 
a quantidade de Ag nos materiais finais em função da quantidade de coloide de Ag que colocamos 
em solução, nomeadamente para quantidades de coloides inferiores à testada inicialmente. 
A possibilidade de aplicação da metodologia de LbL à membrana de CB é também uma 
abordagem válida, no entanto a estrutura nanofibrilar em forma de esponja deste substrato faz com 
que seja mais interessante para outro tipo de abordagens nomeadamente a incorporação das NPs de 
Ag através de difusão. Devido a esta característica foi testada a simples imersão da CB no colóide 
de prata. A imersão da membrana de CB no coloide de Ag, sob agitação moderada, durante 
algumas horas mostrou que ocorre a migração das partículas para o interior da membrana dando 
origem a um substrato de cor amarelada e uma solução aquosa incolor. Este facto, de modo 
idêntico ao verificado na metodologia de LbL, foi verificado anteriormente em trabalhos similares 
onde se usaram NPs de Au [20]. Nesse caso, esse processo foi atribuído a um mecanismo de 
migração das NPs por difusão de massa. Contendo a CB cerca de 98,5% de água [35], esta 
experiência equivale a colocar uma membrana porosa e flexível que separa o coloide da água 
existente no seu interior. De modo comparativo foi testado o mesmo procedimento com as fibras de 
CV não se verificando neste caso a entrada das NPs na estrutura. Este facto demonstra mais uma 
vez que a diferente estrutura da CV em relação à CB tem grande influência na preparação dos 
nanocompósitos mesmo quando a metodologia seguida é análoga. 
 
Figura 2.13 – Fotografias digitais da membrana húmida da CB inicial (a) e do nanocompósito CB/Agdif2 
obtido após imersão da CB nos coloides de Ag (b). 
 
A Figura 2.13 mostra a fotografia das membranas de CB iniciais e da membrana de CB 
obtida após a migração das NPs de Ag. A cor obtida nestes nanocompósitos é idêntica à obtida pelo 
método de LbL e das metodologias in situ, variando apenas a intensidade da cor em função da 
quantidade de Ag que se coloca no material.  
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2.3 Estudos da atividade antibacteriana dos nanocompósitos 
Foram realizados estudos da atividade antibacteriana dos nanocompósitos celulose/Ag de 
modo a comparar as diferentes metodologias de síntese dos nanocompósitos e também a 
quantidade de Ag nas fibras. Conforme descrito na secção experimental, os nanocompósitos foram 
colocados em contacto com as suspensões de bactérias, sob agitação constante durante 24 h, sendo 
adotadas especificamente duas condições de ensaio: 
(a) Sem crescimento de bactérias (ausência de nutrientes no meio de cultura, o que deve 
garantir a sobrevivência das bactérias inoculadas mas não auxilia a sua reprodução); 
(b) Com crescimento de bactérias (presença de nutrientes no meio de cultura, o que deve 
garantir o crescimento da população de bactérias). 
Para estas condições foram diferenciados dois tipos de efeitos antibacterianos, 
nomeadamente: Bactericida (redução ou eliminação das bactérias inicialmente inoculadas pelo 
menos de 1 valor na escala logarítmica no que diz respeito às bactérias inoculadas, CFU T0); 
Bacteriostático (inibição do crescimento das bactérias em pelo menos 1 valor na escala logaritmo 
em relação à amostra de referência em T24 - CFU T24 na amostra de celulose sem Ag) [36].  
Inicialmente foram realizados testes preliminares na amostra de CV//Ag1 (obtida através da 
metodologia de LbL) e na amostra CB/Agbor1 uma vez que ambas apresentavam teores de prata 
mais elevados (cerca de 0,57% e 4,4% m/m, respetivamente). Conforme descrito na Tabela 2.2 foi 
verificada uma forte atividade antibacteriana tanto para a S. aureus como para a K. pneumoniae 
verificando-se a inativaçação de todas as bactérias. Nas amostras de controlo (fibras de celulose 
iniciais de CB e CV, sem prata), não houve qualquer redução do número de bactérias. Em 
particular na referência de CB após a incubação verificou-se o aumento do crescimento de bactérias 
em mais de 1 valor na escala logarítmica (Figura 2.14). 
 
Tabela 2.2 – Efeito antibacteriano dos nanocompósitos celulose/prata. 
Código da amostra 
Ag 
 (% m/m) 
S. aureus ATCC 6538 (Gram +) K. pneumoniae ATCC 4352 (Gram -) 
log CFU T24 log da redução* log CFU T24 log da redução* 
Referência de CV - 5,68 0,00 5,30 0,00 
CV//Ag1 0,57 0,00 5,68 0,00 5,30 
Referência de CB - 6,43 0,00 6,64 0,00 
CB/Agbor1 4,4 0,00 6,43 0,00 6,64 
Número de bactérias inicialmente inoculadas em cada amostra: log CFU T0 = 5,2. 
Condições do teste: ausência de nutrientes no meio de cultura (teste a). Desvio padrão do log CFU T24: todos os testes 
foram realizados em duplicado estando os desvios padrão obtidos compreendidos entre 0 e 0,1; 
* log da redução = log CFU T24 referência – log CFU T24 nanocompósito. 
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Após estes testes preliminares onde foi verificada uma eficácia de 100%, foram realizados 
diversos testes com S. aureus e K. pneumoniae em amostras com teores de Ag inferiores. Foram 
testados nanocompósitos preparados por diferentes metodologias mas ao mesmo tempo com 
quantidade de Ag dentro da mesma ordem de grandeza (neste caso entre 3,3 x 10-3 % a 8,5 x 10-3 % 
m/m) de modo a estudar o efeito da metodologia na atividade antibacteriana (Figura 2.14). 
Verificou-se que no caso de ser adotado o teste do tipo a (condições sem crescimento de bactérias – 
ausência de nutrientes no meio de cultura) de modo a evidenciar melhor o efeito bactericida, 
obtêm-se fortes atividades antibacterianas para estas bactérias mesmo com quantidades de Ag 
reduzidas, independentemente da metodologia de preparação ou do tipo de substrato usado. 
 
Figura 2.14 – Atividade antibacteriana das amostras de referência e dos nanocompósitos contra S. aureus e 
K. pneumoniae. Os testes foram realizados em 300 mg para amostras com CV e 50 mg para as amostras à 
base de CB. 
 
No entanto, uma vez que não se detetaram bactérias vivas após 24h em contacto com as 
amostras sintetizadas não se pode comparar o efeito das metodologias de preparação nem o efeito 
do substrato (diferença morfológica). 
Como se pode observar na Tabela 2.2 e na Figura 2.14, a referência de CV não promove de 
forma significativa o crescimento das bactérias durante o ensaio. No entanto, no caso da referência 
de CB verificou-se um crescimento significativo de bactérias, o que poderá dever-se à presença de 
nutrientes na manta de CB provenientes do processo de produção. Estes resultados indicam que os 
testes antibacterianos realizados para as amostras contendo CB foram caracterizados por condições 
que favorecem o crescimento de bactérias. Por esse motivo pode-se aferir que, ambos os 
nanocompósitos com a CB apresentam atividade bactericida. Comparando os resultados obtidos 
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com as amostras de CV, deve referir-se que a massa de nanocompósitos com CB que foram 
testados foi sempre inferior (50 mg em vez de 300 mg de fibras). 
De modo a distinguir eventuais diferenças na atividade antibacteriana em relação à 
metodologia utilizada para a síntese dos nanocompósitos foram testadas concentrações de Ag mais 
reduzidas (por volta de 10-4% m/m) usando a bactéria esporulada B. subtilis e adotando-se de igual 
modo o meio de teste com ausência de nutrientes (Figura 2.15). 
Para as amostras à base de CV, comparando-se a mesma gama de concentração (10-4% m/m), 
a amostra que demonstrou a maior redução do número de bactérias (redução do valor do logaritmo 
> 2) foi a obtida pela de redução do Ag(I) por UV (CV/AgUV2). As amostras que apresentaram 
menor redução foram as preparadas pelos métodos de redução do Ag(I) com borohidreto 
(CV/Agbor3) e por LbL (CV//Ag6). Esta observação não está de acordo com alguns trabalhos que 
referem que o facto da aglomeração das NPs diminui significativamente a atividade antibacteriana 
devido à lenta libertação de iões Ag+ da superfície dos aglomerados [37]. 
No entanto, este estudo demonstrou claramente a importância da concentração de Ag na 
atividade antibacteriana. Pelos dados obtidos nas amostras preparadas pela metodologia de LbL 
(CV//Ag6 e CV//Ag5) o aumento de uma ordem de grandeza na concentração de Ag, de 5,0 x10-4% 
para 5,0 x 10-3%, resultou no aumento do efeito bactericida de 1,7 para 3,1 (valores do logaritmo da 
redução de bactérias) em relação à amostra de referência. 
 
Figura 2.15 – Atividade antibacteriana das amostras de referência e dos nanocompósitos celulose/Ag contra 
B. subtilis (teste a). Na figura foram incluídos os teores finais em Ag dos nanocompósitos (% m/m). 
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A Figura 2.15 apresenta os resultados obtidos para a amostra CB/Agdif1 onde a CB é usada 
como matriz. Como observado anteriormente, a referência de CB mostrou um crescimento 
bacteriano significativo enquanto o correspondente nanocompósito com Ag, caracterizado por uma 
concentração de Ag de 4,7 x 10-3% (m/m), mostrou uma redução global de 3,9 (valor do logaritmo 
da redução de bactérias) em relação à amostra de referência, apresentando este nanocompósito 
novamente um efeito bactericida. 
De modo a caracterizar a atividade bacteriostática nas amostras com CV foram realizados 
testes em condições de crescimento de bactérias (teste b) sendo os resultados obtidos mostrados na 
Figura 2.16. Como consequência da presença de nutrientes no meio de teste, a referência de CV 
mostrou um aumento significativo do crescimento de bactérias (correspondente a 2,3 do valor do 
logaritmo da redução de bactérias). Para as amostras caracterizadas por concentrações de Ag entre 
5,0 x 10-4% e 6,6 x 10-4 % (m/m) apenas a CV/Agbor3 e CV/AgUV2 demonstram uma inibição do 
crescimento de bactérias (atividade bacteriostática) mas, entre estas, apenas foi verificada atividade 
bactericida para a amostra CV/AgUV2 (redução de 1 valor na escala logarítmica em relação ao 
log CFU0 [36]). A amostra CV//Ag6 apesar de uma concentração de Ag semelhante às anteriores 
(5,0 x 10-4%) apresentou uma redução do número de bactérias bastante mais reduzido (apenas 
redução de 0,8 no valor do logaritmo). No entanto, aumentando a concentração de Ag até 
5,0 x 10-3% (CV//Ag5), evidenciou-se uma forte atividade bactericida. 
 
Figura 2.16 – Atividade antibacteriana das amostras de referência e dos nanocompósitos celulose/Ag contra 
S. aureus (teste b). Na figura foram incluídos os teores finais em Ag dos nanocompósitos (% m/m). 
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O importante efeito da concentração de Ag foi mais uma vez corroborado com as amostras 
CV/Agbor. No nanocompósito CV/Agbor3 um teor de 6,2 x 10-4% (m/m) foi suficiente para garantir a 
completa inibição do crescimento de bactérias ocorrendo apenas uma ligeira diminuição do número 
de bactérias contra S. aureus enquanto a amostra com maior concentração (CV/Agbor1) mostrou um 
incremento significativo desse efeito (mais de 2 valores na escala logarítmica). Este facto também é 
descrito em outros trabalhos com nanocompósitos celulose/Ag [11, 38] onde se verifica um 
aumento proporcional da atividade antimicrobiana em função da quantidade de Ag. Nestes 
trabalhos é descrita a importância de outros parâmetros como a distribuição de tamanhos, grau de 
libertação e interação das NPs com a superfície da celulose para determinar a sua eficiência 
antimicrobiana. No entanto a quantidade de Ag presente nos nanocompósitos têm-se revelado o 
parâmetro com mais influência neste efeito. 
Na Figura 2.16 são também apresentados resultados obtidos para os nanocompósitos com a 
CB como matriz. Ambos os nanocompósitos testados, sintetizados por redução com borohidreto e 
radiação UV, mostraram efeito bacteriostático, mas para além disso, capacidade para matar 
completamente todas as bactérias no meio de teste. 
De modo a testar este tipo de nanocompósitos contra bactérias do tipo Gram negativo, foi 
testada a atividade antibacteriana para as amostras de CV para a bactéria K. pneumoniae em 
condições de cultivo com crescimento de bactérias (Figura 2.17). 
 
Figura 2.17 – Atividade antibacteriana da referência de CV e dos nanocompósitos CV/Ag contra 
K. pneumoniae (teste b). Na figura foram incluídos os teores finais em Ag dos nanocompósitos (% m/m). 
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De igual modo ao verificado nos resultados com a S. aureus (Figura 2.16), as amostras 
CV/Agbor3 e CV/AgUV2 mostraram atividades antibacterianas estatisticamente maiores em relação à 
preparada pela metodologia de LbL, para teores finais de Ag com a mesma ordem de grandeza (por 
volta de 10-4%). A amostra CV//Ag6 não mostrou efeito bacteriostático enquanto as amostras 
CV/Agbor3 e CV/AgUV2 mostraram um efeito bactericida significativo. No entanto, pode-se verificar 
que nos nanocompósitos obtidos pela metodologia de LbL podem ser obtidas atividades 
antibacterianas similares através do aumento da concentração de Ag em pelo menos uma ordem de 
magnitude (CV//Ag5). 
 
2.4 Estudos de libertação catiónica de Ag pelos nanocompósitos 
Como referenciado por alguns autores [11, 12], a libertação de Ag(I) é um dos mecanismos 
propostos para explicar a atividade antibacteriana dos materiais com Ag. Estes trabalhos mostram 
que uma característica importante neste tipo de materiais, quando se tem em vista a possível 
utilização em aplicações antibacterianas, é a permanência da atividade antibacteriana ao longo do 
tempo e/ou após a imersão destes materiais em meios aquosos. Para se conseguir uma atividade 
eficiente é necessária uma libertação de Ag(I) estável e prolongada numa concentração adequada; 
uma libertação rápida ou muito rápida de iões de Ag poderá ser inconveniente para diversos tipos 
de aplicações (Figura 2.18). 
 
Figura 2.18 – Exemplos do comportamento de libertação de Ag(I) para fibras de poliacrilonitrilo/Ag 
(concentração de AgNO3: a) 0,5% e b) 1,25%) [39] e fibras de gelatina/Ag [40]. 
 
A prata metálica é relativamente não reativa, no entanto, em ambientes aquosos, podem ser 
libertados iões Ag+ e, neste caso, a atividade antibacteriana dependerá da acumulação intracelular 
destes iões [41]. De modo a estudar a velocidade de libertação dos iões Ag+ destes novos materiais, 
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foram selecionados nanocompósitos preparados por diferentes metodologias e imersos em soro 
fisiológico a 37 °C durante um período de tempo até 48 h e medida a concentração de Ag(I) para os 
vários tempos estudados. Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 2.3, Tabela 2.4 e 
Figura 2.19. 
 
Tabela 2.3 – Libertação de Ag(I) dos nanocompósitos CV/Ag em função do tempo de imersão. 
 Redução do Ag+ com borohidreto Pós-deposição das NPs de Ag (LbL) 
Tempo de imersão (h) Quantidade de Ag
+
 
libertada (mg) a 
Fração de Ag+ libertada 
b
 
Quantidade de Ag+ 
libertada (mg) a 
Fração de Ag+ libertada 
c
 
0 0 0 0 0 
6 1,37x10-3 0,0846 1,60x10-3 0,0675 
24 1,68x10-3 0,179 3,30x10-3 0,139 
48 4,68x10-3 0,289 4,70x10-3 0,198 
a
 A partir de 100 mg de nanocompósito imerso em 10 mL de solução. 
b
 Relativa à quantidade total de Ag em 100 mg do nanocompósito CV/Agbor4 (0,0162 mg). 
c
 Relativa à quantidade total de Ag em 100 mg do nanocompósito CV//Ag7 (0,0237 mg). 
 
Tabela 2.4 – Libertação de Ag(I) dos nanocompósitos CB/Ag em função do tempo de imersão. 
 
Redução do Ag+ com 
borohidreto Difusão das NPs de Ag 
Redução do Ag+ sob radiação 
UV 
Tempo de 
imersão (h) 
Quantidade de Ag+ 
libertada (mg) a 
Fração de Ag+ 
libertada b 
Quantidade de Ag+ 
libertada (mg) a 
Fração de Ag+ 
libertada c 
Quantidade de Ag+ 
libertada (mg) a 
Fração de Ag+ 
libertada d 
0 0 0 0 0 0 0 
6 8,34x10-4 0,0361 1,13x10-3 0,0876 9,76x10-4 0,160 
24 2,66x10-3 0,115 1,92x10-3 0,149 2,38x10-3 0,390 
48 3,51x10-3 0,152 2,75x10-3 0,213 2,74x10-3 0,449 
a
 A partir de 10 mg de nanocompósito imerso em 10 mL de solução. 
b
 Relativa à quantidade total de Ag em 10 mg do nanocompósito CB/Agbor3 (0,0231 mg). 
c
 Relativa à quantidade total de Ag em 10 mg do nanocompósito CB/Agdif2 (0,0129 mg). 
d
 Relativa à quantidade total de Ag em 10 mg do nanocompósito CB/AgUV4 (0,0061 mg). 
 
Os resultados obtidos mostraram que os iões Ag+ são libertados dos nanocompósitos para a 
solução salina através de difusão, sendo estes resultados apoiados pelos observados por outros 
grupos para outros compósitos de composição semelhante [11, 12]. Como se pode observar todos 
os nanocompósitos libertam, em períodos de tempo relativamente curtos (24 h), mais de 10% da 
quantidade total de Ag. 
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Figura 2.19 – Fração de Ag+ libertada em função do tempo para: nanocompósitos CV/Ag obtidos através da 
metodologia de redução com borohidreto (Agbor4) e LbL (Ag7) (a) e nanocompósitos CB/Ag obtidos através 
da redução com borohidreto (Agbor3), difusão (Agdif2) e redução sob radiação UV (AgUV4) (b). 
 
A partir destes resultados podemos também observar que a fração de Ag+ libertada é distinta 
em função da metodologia empregue na preparação dos nanocompósitos. No caso dos 
nanocompósitos com CV, verificou-se que o nanocompósito preparado por redução de Ag(I) com 
borohidreto apresentou uma libertação superior à verificada no nanocompósito preparado por LbL. 
Uma vez que a teor de Ag neste nanocompósito (CV/Agbor4) é inferior ao nanocompósito CV//Ag7 
esta diferença poderá dever-se à ligação da prata à celulose no caso dos nanocompósitos preparados 
por LbL ser mais eficaz. 
No caso dos nanocompósitos com CB verificou-se que também existem diferenças entre as 
amostras estudadas. Comparando a libertação na amostra CB/AgUV4 com as amostras CB/Agbor3 e 
CB/Agdif2, em 48 h, o valor obtido é mais de duas vezes superior no caso da primeira amostra. Esta 
observação é ainda mais significativa se repararmos no facto da quantidade inicial no 
nanocompósito obtido pela redução sob radiação UV ser substancialmente inferior ao obtido para o 
obtido pela redução com borohidreto (cerca de quatro vezes) e ao obtido por difusão (cerca de duas 
vezes). Este facto poderá dever-se a que neste nanocompósito as NPs, como foi descrito 
anteriormente, terem tendência a formar-se na superfície do substrato sob a forma de aglomerados. 
O facto do nanocompósito CB/AgUV4 libertar mais rapidamente os iões Ag+ pode explicar a maior 
atividade antibacteriana verificada para os nanocompósitos preparados por esta metodologia. 
A taxa de difusão de Ag+ num determinado material compósito depende de diversas 
variáveis, nomeadamente do teor de Ag, da natureza da fase orgânica assim como da arquitetura 
molecular e morfologia do mesmo [11, 12]. De facto, este último parâmetro pode ser verificado, 
neste estudo, através da comparação de nanocompósitos preparados a partir de diferentes substratos 
celulósicos mas usando a mesma metodologia de síntese. Observou-se que o nanocompósito 
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CB/Agbor3 preparado pela redução do Ag(I) com borohidreto apresentou uma libertação de prata 
menor quando comparado com o nanocompósito análogo preparado com CV. Este facto poderá 
dever-se a que no caso do nanocompósito CV/Ag existe um filme de Ag apenas na superfície da 
fibra enquanto no caso do nanocompósito análogo com CB as NPs de Ag, devido sobretudo à sua 
estrutura interna 3D, também estão “presas” dentro da própria estrutura levando a uma libertação 
de Ag(I) mais lenta. É de salientar contudo que o teor de Ag é menor no caso da amostra CV/Agbor4 
em relação ao análogo com CB (CB/Agbor3). 
Os testes realizados para a libertação de Ag+ nos nanocompósitos com CV (Figura 2.19) 
evidenciaram uma libertação menor para as amostras preparadas pelo método de LbL, apesar de 
esta amostra apresentar uma quantidade inicial de Ag maior que a preparada pelo método in situ. 
Isto poderá indicar que, neste caso, será necessária uma quantidade de Ag ainda superior na 
amostra de modo a assegurar uma libertação de Ag+ idêntica à obtida para outras metodologias. 
Este facto poderá explicar a baixa atividade antibacteriana obtida nas amostras preparadas por esta 
metodologia. 
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2.3. Conclusões 
Foi demonstrado que nanocompósitos de Ag preparados com base na CV e na CB 
apresentam uma atividade antibacteriana significativa contra diferentes espécies de bactérias do 
tipo Gram-negativo (K. pneumoniae) e Gram-positivo (S. aureus e bactérias formadoras de esporos 
B. subtilis). 
De entre as amostras analisadas com base na CV, as preparadas pelos métodos de redução 
com borohidreto e sob radiação UV, demonstraram ser relativamente eficazes mesmo com baixos 
teores de Ag (10-4% m/m), enquanto as amostras preparadas pela metodologia de LbL apenas 
mostraram atividades antibacterianas comparáveis quando se aumentou o teor de Ag nos 
nanocompósitos pelo menos em uma ordem de grandeza. De igual modo para as amostras com base 
na CB as preparadas pelos métodos de redução com borohidreto e sob radiação UV foram as que 
mostraram ser mais eficazes para teores de Ag análogos. 
A partir dos resultados obtidos também se pode concluir que controlando a concentração de 
Ag nos nanocompósitos, a atividade bacteriostática (inibição do crescimento de bactérias) e/ou 
bactericida (morte das bactérias inoculadas) podem ser obtidas mas ao mesmo tempo ser 
moduladas. A concentração de Ag pode ser controlada usando diferentes metodologias de síntese 
e/ou diferentes tipos de substratos. Desta forma, é possível controlar também a velocidade de 
libertação de prata, sendo este um ponto-chave em diversos tipos de aplicações que têm em vista as 
propriedades antibacterianas. 
De acordo com estes resultados, espera-se que estes nanocompósitos celulose/prata possam 
ser usados em aplicações interessantes como materiais para cicatrização, biofilmes com libertação 
controlada ou mesmo como revestimento de utensílios médicos. 
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 Capítulo 3 
 
 
 
 
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE FILMES COMPÓSITOS 
À BASE DE QUITOSANO OU DERIVADOS E 
NANOPARTÍCULAS DE PRATA E OURO 
 
 
Neste capítulo descreve-se a preparação e caracterização de nanocompósitos à base de quitosano e 
NPs de Ag e Au. Para a preparação dos nanocompósitos foram estudados como matriz o quitosano 
e dois derivados de quitosano obtidos por modificação química, um derivado solúvel em água e um 
derivado anfifílico. Os compósitos foram obtidos usando-se dois métodos distintos para a síntese 
das NPs de Ag. Os filmes foram caracterizados morfológica e quimicamente tendo sido avaliada a 
sua atividade antibacteriana contra diferentes micro-organismos S. aureus, K. pneumoniae e E. coli. 
Foi estudada a influência de diversos parâmetros como o teor de Ag, o tamanho médio das NPs e o 
tipo de matriz usada na atividade antibacteriana dos materiais preparados. Os nanocompósitos 
quitosano/Au foram preparados de modo a testar comparativamente outro tipo de NPs metálicas. 
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3.1 Introdução 
O quitosano é um polissacarídeo linear obtido por desacetilação da quitina (segundo 
biopolímero mais abundante na Natureza) sendo composto por unidades de glucosamina e N-acetil 
glucosamina, as quais estão ligadas através de ligações glicosídicas β (1-4) (Figura 3.1). A 
percentagem de grupos glucosamina é também chamada de grau de desacetilação (GD). De uma 
maneira geral quando o GD da quitina é superior a 50% (dependendo da origem do polímero e da 
distribuição dos grupos acetilo ao longo das cadeias), esta é denominada de quitosano [1]. Além da 
própria definição dos dois biopolímeros depender deste parâmetro, o GD influência o seu 
comportamento, nomeadamente a reatividade e a solubilidade, sendo por isso um processo usado 
no controlo da sua produção [2]. 
 
Figura 3.1 – Estrutura química da unidade básica do quitosano. 
 
A quitina é um dos constituintes estruturais do exosqueleto de alguns animais nomeadamente 
crustáceos, moluscos e insetos, sendo também o principal polímero fibrilar das paredes celulares de 
alguns fungos [1, 3]. No entanto, a quitina apresenta uma grande desvantagem em termos de 
aplicabilidade em relação ao quitosano pois é insolúvel em praticamente todos os solventes [4]. 
 O quitosano apresenta propriedades muito interessantes do ponto de vista tecnológico como 
excelentes características filmogénicas, biocompatibilidade, biodegradabilidade e atividade 
antimicrobiana [5, 6]. A sua aplicabilidade prática em diversas áreas é conhecida, nomeadamente 
como material antimicrobiano na agricultura, agente floculante no tratamento de águas residuais, 
aditivo na indústria alimentar, agente hidratante em cosméticos ou na indústria farmacêutica, entre 
outros. No entanto, as suas aplicações, principalmente na área biomédica, são limitadas devido a 
ser insolúvel em água (é solúvel apenas em soluções de ácidos orgânicos diluídos), apresentar uma 
viscosidade elevada e ter tendência para coagular com as proteínas a pH elevado [1, 7]. 
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Devido a este facto, o interesse na modificação química do quitosano tem vindo a crescer 
tendo em vista o aumento da sua solubilidade em água e melhoria das propriedades antibacterianas 
e antioxidantes, alargando a sua biocompatibilidade e consequente campo de aplicabilidade. O 
quitosano possui dois tipos de grupos funcionais distintos que permitem a sua modificação química 
nomeadamente os grupos amina das unidades desacetiladas e os grupos hidroxilo das posições C3 e 
C6 (Figura 3.1) [7-9]. 
A derivatização através da introdução de grupos funcionais na estrutura do quitosano como 
grupos alquilo [10], carboximetilo [11] pode aumentar drasticamente a solubilidade deste 
biopolímero em pH neutros e alcalinos. Nos últimos anos têm sido preparados um elevado número 
de derivados de quitosano com funcionalidades distintas levando ao desenvolvimento de materiais 
funcionais com base neste polissacarídeo. Alguns exemplos relevantes da aplicação de derivados 
do quitosano são na engenharia de tecidos [12], na libertação controlada de fármacos [13, 14] e em 
aplicações ambientais (recuperação de metais valiosos ou tratamento de afluentes contaminados) 
[8, 15]. 
Uma vantagem decorrente do uso do quitosano e dos seus derivados é o uso como agentes 
antimicrobianos. Estes biopolímeros têm sido testados contra uma variada gama de organismos 
como algas, bactérias, leveduras e fungos, em testes in vitro e in vivo, usando o quitosano em 
formas distintas (soluções, filmes e compósitos). Geralmente os derivados modificados apresentam 
uma maior atividade antimicrobiana em relação ao quitosano puro [1, 9, 16]. 
O mecanismo exato da ação antimicrobiana do quitosano e dos seus derivados ainda é 
desconhecido. Alguns mecanismos propostos apontam para a formação de uma barreira externa 
que capta os nutrientes essenciais para o desenvolvimento dos micro-organismos devido às 
excelentes propriedades quelantes do quitosano [17] ou passagem do quitosano através da parede 
celular, penetrando no núcleo dos micro-organismos inibindo o ARNm e a síntese de proteínas 
[18]. No entanto, a proposta de mecanismo mais consensual baseia-se na interação entre as cargas 
positivas dos biopolímeros e as cargas negativas das membranas celulares microbianas. Neste 
modelo as interações ocorrem através de forças eletrostáticas entre grupos protonados (-NH3+) 
destes derivados e resíduos negativos dos micro-organismos [19], presumivelmente competindo 
com os iões Ca2+ pelas cargas negativas da superfície da membrana. As interações eletroestáticas 
provocam um efeito duplo, nomeadamente: 
- Alteração das propriedades de permeabilidade da parede da membrana provocando 
desequilíbrios osmóticos internos e, consequentemente, inibindo o crescimento dos micro-
organismos; 
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- Hidrólise dos peptidoglicanos da parede dos micro-organismos levando à perda de 
eletrólitos intracelulares como os iões potássio e outros constituintes celulares de baixo peso 
molecular [9]. 
 A mistura do quitosano com diferentes NPs inorgânicas [6, 20-23] é uma estratégia usada 
para sintetizar estruturas compósitas que beneficiem das suas propriedades individuais e da 
possível sinergia entre as unidades orgânica e inorgânica, levando ao desenvolvimento de novos 
materiais funcionais [24]. Em particular, a incorporação de NPs de Ag nestes biopolímeros tem 
sido uma metodologia usada para a preparação de materiais com uma atividade antimicrobiana 
reforçada [25]. Neste caso o interesse na aplicação justifica-se pelo facto dos micro-organismos não 
conseguirem desenvolver resistência a este elemento, ao contrário do verificado com a maioria dos 
antibióticos e materiais bactericidas devido à prata ser um agente multialvo [22, 25-29]. 
Alguns destes agentes antimicrobianos são extremamente irritantes e tóxicos para os seres 
humanos, por isso, é importante desenvolver novos materiais biocidas que sejam inócuos. A síntese 
destes nanocompósitos antimicrobianos com propriedades físicas e químicas ajustáveis terá muito 
interesse no desenvolvimento de novos produtos, principalmente na indústria alimentar e 
farmacêutica [30]. 
Seguindo os estudos desenvolvidos anteriormente sobre a atividade antibacteriana de 
nanocompósitos celulose/Ag [27] (capítulo 2), neste capítulo foram estudadas as propriedades 
antibacterianas de nanocompósitos preparados por incorporação de NPs de Ag em diversas 
matrizes de quitosano contra bactérias do tipo Gram-positivas e Gram-negativas. Apesar das 
propriedades antibacterianas de materiais à base de quitosano e NPs de Ag já terem sido objeto de 
estudo [6, 21, 22, 25, 29, 31, 32], este trabalho distingue-se dos demais pois foca a relação entre as 
propriedades antimicrobianas e óticas/morfológicas dos filmes compósitos. A influência do uso de 
quitosano ou de derivados modificados quimicamente na atividade antibacteriana dos 
nanocompósitos com Ag foi também avaliada. Foram usados dois métodos distintos para a 
preparação das NPs de Ag usadas como cargas, permitindo analisar o efeito do tamanho médio das 
NPs incorporadas nos biopolímeros nas propriedades antibacterianas e óticas. O efeito da variação 
do teor de Ag foi também avaliado. 
Foi estudada a incorporação de NPs de Au no filme de quitosano de modo a testar 
comparativamente outro tipo de NPs metálicas a nível das suas propriedades óticas e 
antibacterianas. 
Este trabalho contribuirá para o desenvolvimento de novos bionanocompósitos à base de 
quitosano (modificado ou não modificado) e distintas NPs metálicas, nos quais as propriedades 
óticas e antibacterianas poderão ser ajustadas em função do uso final previsto para os materiais. 
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Este capítulo encontra-se dividido em três partes. Na primeira parte será apresentada a 
preparação e caracterização de filmes compósitos de quitosano/Ag obtidos através de mistura direta 
das NPs de Ag com a matriz de quitosano (modificada e não modificada quimicamente). 
Será avaliada a influência de parâmetros como o método de preparação das NPs e o teor de Ag nas 
propriedades apresentadas pelos diferentes filmes preparados. Na segunda parte será exposto o 
estudo da atividade antibacteriana dos nanocompósitos anteriormente preparados sendo discutido o 
efeito das modificações na matriz de quitosano, tamanho das NPs e respetivo teor. Na última parte 
será discutida a preparação e caracterização de filmes nanocompósitos quitosano/NPs de Au e a sua 
respetiva atividade antibacteriana. 
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3.2 Preparação e caracterização de nanocompósitos quitosano/Ag 
Como referido anteriormente, o quitosano exibe atividade antimicrobiana devido às suas 
propriedades catiónicas que causam efeitos disruptivos nas membranas celulares [25] e a 
incorporação de Ag (tanto na forma metálica como iónica) origina materiais com atividade 
reforçada [21]. Todavia o efeito conjugado de modificações químicas realizadas no biopolímero e a 
dependência do tamanho e teor das NPs de Ag, nunca foi investigado. 
Neste trabalho foram preparados diversos nanocompósitos com base em quitosano e 
quitosano modificado quimicamente [nomeadamente um derivado quaternário de amónio solúvel 
em água (HTCCH) e um derivado anfifílico (DCH)] com NPs de Ag. A Figura 3.2 apresenta as 
estruturas químicas do quitosano e dos respetivos derivados modificados quimicamente. 
 
Figura 3.2 – Estruturas químicas da unidade básica dos derivados modificados do quitosano. 
 
Como o quitosano não é solúvel em água, foi preparado um derivado deste biopolímero na 
forma de um sal de amónio quaternário solúvel a pH neutro. Os nanocompósitos foram preparados 
em meio aquoso por mistura do quitosano com os coloides de Ag. Os materiais finais foram 
obtidos na forma de filmes, no entanto o nanocompósito preparado com base no derivado anfifílico 
não deu origem à formação de um filme compacto mas em listras. Apesar deste facto, tendo em 
vista uma análise comparativa, estes materiais foram caracterizados e posteriormente analisados a 
nível das suas propriedades antibacterianas. A Tabela 3.1 descreve os nanocompósitos estudados 
neste trabalho assim como o método de síntese das NPs de Ag, o teor de Ag e respetiva espessura 
dos filmes. 
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Tabela 3.1 – Caracterização do filme de quitosano e dos derivados e respetivos nanocompósitos com Ag. 
Amostra Método de síntese das NPs Ag Ag (% m/m) Espessura (µm) 
CH --- --- 10,9 ± 4,1 
CH/AgC 
 
Citrato 
 
0,470 10,5 ± 3,1 
 CH/AgC2 1,10 10,1 ± 3,0 
CH/AgC5 2,58    9,5 ± 2,9 
CH/AgC10 3,94 10,4 ± 3,2 
CH/AgB 
Borohidreto 
0,153 11,4 ± 3,0 
CH/AgB2 0,306 10,4 ± 2,5 
CH/AgB5 0,798   9,5 ± 2,8 
CH/AgB10 1,32 11,7 ± 3,1 
HTCCH --- --- 11,0 ± 2,3 
HTCCH/AgC Citrato 0,602 14,0 ± 5,1 
DCH --- --- * 
DCH/AgC Citrato 0,562 * 
                    *
 Amostras impróprias para medição de espessura. 
 
O teor de Ag nos filmes foi ajustado através da variação da concentração de coloides de Ag a 
usar na mistura das soluções com os biopolímeros. Os coloides de Ag foram previamente 
preparados através de dois métodos distintos, nomeadamente pelo método de Creighton [33] 
(redução do sal de Ag com borohidreto de sódio) e pelo método de Lee-Meisel [34] (redução do sal 
de Ag com citrato de sódio). 
Estes métodos originaram NPs de Ag com duas distribuições de tamanho distinto. No caso 
da redução com borohidreto foram obtidas NPs de Ag com um diâmetro médio de 7,1 ± 1,2 nm 
enquanto na redução com citrato o diâmetro obtido foi de 53 ± 34 nm. Nestas condições, o método 
de redução com citrato leva à obtenção de uma amostra mais polidispersa quando comparada com a 
obtida pela redução com borohidreto, estando esta observação de acordo com o descrito na 
literatura [35]. Apesar deste facto, em ambos os casos, os coloides são facilmente dispersos na 
solução de quitosano e dos respetivos derivados. 
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A Figura 3.3 mostra as imagens de TEM dos nanocompósitos quitosano/Ag observando-se 
que as NPs de Ag nos filmes obtidos apresentam o mesmo tamanho verificado na solução inicial 
dos coloides. Esta observação mostra que as moléculas de quitosano interagem com a superfície 
das NPs de Ag promovendo a sua dispersão sem causar modificações significativas nas 
propriedades morfológicas das partículas. No entanto, como será discutido mais adiante, o aumento 
do teor de Ag tem efeito na dispersão das NPs nos nanocompósitos levando ao aparecimento de 
aglomerados. 
 
Figura 3.3 – Imagens de TEM dos nanocompósitos quitosano/Ag: CH/AgC (a) e CH/AgB (b). 
 
A presença de Ag metálica nos nanocompósitos foi confirmada por XRD. A Figura 3.4 
mostra o difratograma característico dos nanocompósitos obtidos observando-se as difrações a 
2θ = 38,58º (111), 44,68º (200) e 64,93º (220) atribuídas a prata metálica, com estrutura cúbica de 
faces centradas [36]. 
Tal como esperado a incorporação das NPs de Ag no quitosano e derivados não altera a fase 
cristalina de Ag em relação às NPs individualizadas, estando de acordo com o descrito para 
sistemas semelhantes com quitosano e NPs de Ag comerciais [21]. Através da análise dos espectros 
de FTIR dos filmes (Figura 3.5), verificou-se que as matrizes usadas para a preparação dos 
nanocompósitos mantêm a sua identidade química após processamento em filmes. Os espectros de 
FTIR das matrizes são praticamente idênticos aos obtidos para os respetivos nanocompósitos com 
Ag. Este facto encontra-se de acordo com o descrito na literatura para nanocompósitos CH/Ag e é 
explicado pelas fracas interações entre as NPs de Ag e as cadeias de quitosano [37]. 
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Figura 3.4 – Difratograma de raios X do nanocompósito CH/AgC10. 
 
 
 
Figura 3.5 – Espetros de FTIR do CH e nanocompósitos CH/Ag (a), HTCCH e respetivo nanocompósito 
com Ag (b) e DCH e respetivo nanocompósito com Ag (c). 
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A dispersão das NPs de Ag nas matrizes de quitosano dá origem a filmes 
macroscopicamente homogéneos com transparência variável em função do teor de Ag e do 
tamanho médio de partícula (Figura 3.6 e Figura 3.7). Os filmes apresentam uma forte banda de 
absorção na região do visível devido à banda de SPR característica das NPs de Ag. Esta banda tem 
um máximo de absorção entre os 400 e 500 nm, dependendo da metodologia usada na síntese das 
NPs e do teor de Ag nos filmes, aumentando de intensidade à medida que se aumenta o teor de Ag 
nos nanocompósitos [38]. O uso dos dois derivados de quitosano para a preparação dos 
nanocompósitos não alterou as propriedades óticas dos filmes quando comparados com os 
nanocompósitos análogos com quitosano não modificado. 
 
Figura 3.6 – Fotografias digitais dos nanocompósitos CH/Ag (redução da prata pelo método do borohidreto): 
CH/AgB (a), CH/AgB2 (b), CH/AgB5 (c), CH/AgB10 (d) e respetivos espetros óticos (e). 
 
 
Figura 3.7 – Fotografias digitais dos nanocompósitos CH/Ag (redução da prata pelo método do citrato): 
CH/AgC (a), CH/AgC2 (b), CH/AgC5 (c), CH/AgC10 (d) e respetivos espetros óticos (e). 
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Nos filmes sintetizados com NPs de Ag preparadas pelo método do citrato (Figura 3.7), a 
banda de absorção é bastante larga o que se deve à distribuição de tamanho das partículas ser 
maior [35]. Como se pode observar pelas fotografias, estes nanocompósitos mostram uma clara 
diminuição de transparência ótica quando se aumenta o teor de Ag, não sendo a espessura dos 
filmes uma justificação para esta observação pois é da mesma ordem de magnitude (Tabela 3.1). 
Este facto poderá ser explicado pelo maior número de NPs de Ag e eventual aglomeração, que no 
caso das NPs de Ag preparadas pelo método do citrato é maior. Para confirmar esta hipótese fez-se 
a análise por microscopia dos filmes preparados. 
A Figura 3.8 mostra as imagens de microscopia eletrónica de varrimento (SEM) dos 
nanocompósitos CH/AgC. Observou-se que o aumento do teor de Ag nos nanocompósitos provoca 
o aumento da quantidade de NPs e de aglomerados na superfície dos filmes. Este facto confirma a 
hipótese colocada relativamente à diminuição da transparência ótica assim como os desvios 
verificados nos espectros óticos destes filmes. No entanto é visível que a análise de SEM acaba por 
deteriorar as amostras quando expostas ao feixe de eletrões, provocando danos nos filmes mesmo a 
voltagens baixas. Este facto permitiu no entanto evidenciar que não existem NPs de Ag apenas nas 
superfícies dos filmes mas também no seu interior. 
 
Figura 3.8 – Imagens de SEM dos filmes: CH/AgC2 (a), CH/AgC5 (b) e CH/AgC10 (c). 
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Para evitar a deterioração dos filmes recorreu-se à análise por microscopia eletrónica de 
varrimento com deteção de transmissão (STEM) dos nanocompósitos (Figura 3.9). Através desta 
análise verificou-se que para os filmes com baixos teores de prata apresentam uma distribuição 
uniforme das NPs de Ag, no entanto, à medida que se aumenta o teor de Ag, a presença de 
aglomerados também aumenta. A análise por microscopia de varrimento dos nanocompósitos 
preparados com NPs de Ag sintetizadas pelo método do borohidreto não permitiu verificar a sua 
distribuição nos filmes devido ao tamanho bastante reduzido das NPs. 
 
Figura 3.9 – Imagens de STEM dos filmes nanocompósitos CH/Ag (redução da prata pelo método do 
citrato) com teores crescentes de Ag (% m/m): 0,470 (a), 1,10 (b), 2,58 (c) e 3,94 (d). 
 
A Figura 3.10 apresenta uma imagem 3D de AFM (topografia) do nanocompósito 
HTCCH/AgC (NPs de Ag dispersas no derivado de quitosano solúvel em água). A análise de AFM 
deste nanocompósito confirmou a presença de nanofases metálicas com tamanhos superiores às 
NPs de Ag presentes no coloide inicial. Esta observação está de acordo com os resultados obtidos 
por SEM e STEM para filmes com teores de Ag mais elevados, sendo explicado pela aglomeração 
das NPs na matriz de quitosano. 
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Figura 3.10 – Imagem 3D de AFM do nanocompósito preparado com o derivado de quitosano solúvel em 
água (HTCCH/AgC). 
 
3.3 Estudo da atividade antibacteriana dos nanocompósitos quitosano/Ag 
A atividade antibacteriana dos nanocompósitos preparados foi testada relativamente a três 
tipos distintos de bactérias, nomeadamente S. aureus, K. pneumoniae e E. coli. Foi investigado o 
efeito das modificações químicas da matriz em conjunto com o efeito das NPs de Ag (presença e 
aumento do seu teor) na atividade antibacteriana dos materiais finais. 
A eficiência da inativação das bactérias pelos nanocompósitos foi determinada testando as 
amostras colocadas em contacto com a suspensão microbiana (após 24 h) e comparando-as com o 
filme de quitosano puro (CH) e a suspensão líquida microbiana (SLM) sem a presença de amostra. 
Há SLM foi adicionada uma percentagem do meio de cultura (5%). 
Como evidenciado na Figura 3.11a, a atividade antibacteriana dos nanocompósitos CH/Ag 
(NPs de Ag preparadas pelo método do citrato) contra o S. aureus depende bastante do teor de Ag 
nos filmes. Os nanocompósitos de quitosano com menor quantidade de Ag (CH/AgC e CH/AgC2) 
apresentaram efeito bacteriostático (inibição do crescimento de bactérias) mas um efeito 
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bactericida reduzido. Para esta bactéria verificou-se um elevado efeito bactericida para as amostras 
com um teor de Ag superior a 1% m/m (CH/AgC5 e CH/AgC10). Apesar de na literatura existirem 
algumas referências à atividade antimicrobiana dos iões citrato [39], este efeito não foi considerado 
neste estudo devido à quantidade reduzida de citrato de sódio proveniente da síntese dos coloides 
de Ag. Apesar deste facto, e para melhor compreensão do efeito do citrato na atividade 
antibacteriana, foi realizada a análise de nanocompósitos de quitosano com NPs de Au preparadas 
por redução com o citrato de sódio. A caracterização e respetiva atividade antibacteriana do 
nanocompósito quitosano/Au serão discutidas no ponto 3.4. 
A Figura 3.11b e c mostram a atividade antibacteriana dos filmes compósitos contra 
K. pneumoniae e E. coli. Os resultados obtidos para estas bactérias Gram-negativas mostram que, 
em ambos os casos, ocorre um efeito bactericida mais forte do que o obtido para S. aureus (bactéria 
Gram-positiva). Apesar de neste trabalho a eficiência antibacteriana dos nanocompósitos ser 
claramente superior em bactérias Gram-negativas, na literatura existe alguma controvérsia. 
No entanto, a maioria dos trabalhos descritos parece indicar que as bactérias Gram-negativas são 
mais afetadas que as bactérias Gram-positivas tornando-as mais sensíveis ao quitosano [9], como 
demonstrado em experiências in vitro [40, 41]. Uma explicação é a formação de poros irregulares 
na membrana exterior das bactérias Gram-negativas devido à interação dos constituintes desta 
membrana com as NPs de Ag, alterando a sua permeabilidade e causando a libertação de vários 
elementos celulares. Estas alterações estruturais provocam a degradação desta membrana e 
finalmente a morte das bactérias [30, 42]. 
Neste caso é de registrar que no caso das bactérias Gram-negativas se obtém um efeito 
bactericida mais significativo para teores de Ag mais baixos (amostras CH/AgC e CH/AgC2) 
apesar de distinto para as duas bactérias. No caso da K. pneumoniae (Figura 3.11b) ocorre um 
amento significativo da atividade antibacteriana da amostra CH/AgC para a CH/AgC2 mantendo-se 
a eficiência bactericida constante para teores superiores de Ag. Isto indica que para aplicações 
destes materiais que visem a inibição deste tipo de bactéria teores de Ag à volta de 1% m/m serão 
suficientes. A E. coli apresenta uma eficiência bactericida bastante elevada na amostra com menor 
teor de Ag (CH/AgC) que acaba por não aumentar proporcionalmente com o teor de Ag (Figura 
3.11c). 
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Figura 3.11 – Atividade antibacteriana do filme de CH e dos nanocompósitos CH/Ag (redução de Ag(I) pelo 
método do citrato) contra diferentes bactérias: S. aureus (a), K. pneumoniae (b) e E. coli (c). As linhas 
horizontais pretas indicam a concentração (CFU.mL-1) a t0.  
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A amostra controlo contendo apenas o filme de CH sem Ag apresentou um efeito 
bacteriostático em todas as bactérias usadas neste estudo, encontrando-se de acordo com o descrito 
previamente na literatura [7, 15, 43]. Estes resultados demonstram que no caso dos nanocompósitos 
CH/Ag ocorre um efeito duplo em que temos o efeito bactericida das NPs de Ag em conjunto com 
o efeito catiónico do quitosano. O efeito antibacteriano do quitosano é mais pronunciado pela 
presença das NPs de Ag como descrito na literatura [7, 25] e também é comprovado pelos 
resultados experimentais aqui obtidos.   
A Figura 3.12 apresenta o estudo da atividade antibacteriana do nanocompósito CH/AgB em 
relação às três espécies de bactérias indicadas. Apesar do filme ser caracterizado por um teor de Ag 
baixo (0,153% m/m), a sua atividade antibacteriana para S. aureus e K. pneumoniae é semelhante à 
exibida pela amostra CH/AgC, que possuí um teor de Ag aproximadamente 3 vezes superior 
(0,470% m/m) (Figura 3.11a e b). A maior atividade relativa das NPs de Ag preparadas pelo 
método do borohidreto (amostra CH/AgB), quando comparada com as NPs de Ag preparadas pelo 
método do citrato (CH/AgC) poderá dever-se à maior área superficial disponível para a interação 
com as bactérias [28, 44]. A área superficial calculada, considerando a mesma concentração de Ag 
e forma de partícula esférica com superfície lisa, foi de 82 m2/g para as NPs de Ag com 7 nm 
enquanto para as NPs com 53 nm foi de 11 m2/g. Apesar de ser consensual que a diminuição do 
tamanho leva ao aumento da área superficial, normalmente é referido que os valores calculados são 
superiores aos verificados experimentalmente [45, 46]. A justificação dada por estes autores é que 
as NPs de Ag têm uma energia superficial elevada e, durante o processo de desgaseificação, pode 
ocorrer a coalescência das NPs formando-se aglomerados. 
 
Figura 3.12 – Atividade antibacteriana do filme CH/AgB contra S. aureus, K. pneumoniae e E. coli. A linha 
horizontal preta indica a concentração (CFU.mL-1) a t0.  
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Outra justificação é que as NPs de menor tamanho podem interatuar com a membrana das 
bactérias mas também penetrar no interior das bactérias provocando a sua morte [47]. 
A atividade antibacteriana destes materiais foi comprovada pelo teste de halo à inibição da 
S. aureus (Tabela 3.2 e Figura 3.13). Como se pode observar, o filme de quitosano sem Ag (CH) e 
os nanocompósitos CH/Ag testados, mostraram inibição do crescimento de bactérias por baixo das 
amostras colocadas nas placas de agar inoculadas com o S. aureus (Figura 3.13b). Observou-se 
claramente halos de inibição à volta das amostras caracterizadas por teores de Ag superiores a 1% 
(CH/AgC2, CH/AgC5 e CH/AgC10). A zona de inibição aumenta com o aumento do teor de Ag, 
mostrando que existe uma relação direta entre o teor de Ag e o halo de inibição verificado no teste 
para esta bactéria. Esta zona de inibição não é observada nas amostras caracterizadas por teores de 
Ag baixos (CH/AgC e CH/AgB) podendo dever-se à difusão limitada de iões Ag+ nestas duas 
amostras, restringindo assim a inibição a áreas mais próximas das amostras. Estes resultados 
atestam a atividade antibacteriana a nível da inibição do S. aureus mostrada na Figura 3.11a e da 
Figura 3.12. 
 
Tabela 3.2 – Teste de halo. Inibição da S. aureus pelo filme de CH e nanocompósitos CH/Ag. 
Amostra 
Presença de halo à volta 
da amostra do 
nanocompósito 
Crescimento de 
bactérias por baixo da 
amostra 
CH Não Não 
CH/AgC Não Não 
CH/AgC2 Sim (1,5 mm) Não 
CH/AgC5 Sim (1,7 mm) Não 
CH/AgC10 Sim (2,0 mm) Não 
CH/AgB Não Não 
 
 
Figura 3.13 – Fotografias digitais dos halos de inibição nas placas de agar inoculadas com S. aureus após 
incubação: ausência de nanocompósito (a), presença do nanocompósito CH/AgC (b; a amostra foi retirada) e 
presença do nanocompósito CH/AgC5 (c; amostra não retirada).  
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A atividade antibacteriana dos nanocompósitos de Ag preparados com os derivados 
modificados quimicamente (HTCCH/AgC e DCH/AgC) foi testada contra a S. aureus e 
K. pneumoniae (Figura 3.14). Os resultados foram comparados com os obtidos para os filmes de 
controlo destes derivados. Foi verificada atividade bactericida elevada (morte de todas as bactérias) 
para todos os nanocompósitos assim como para os filmes de controlo. Devido a este facto não foi 
possível comparar as modificações químicas na matriz de quitosano assim como a introdução de 
NPs de Ag nestes derivados. No entanto observou-se que estes nanocompósitos apresentam uma 
eficiência antibacteriana muito superior aos preparados com o quitosano não modificado. 
 
Figura 3.14 – Atividade antibacteriana dos nanocompósitos de CH modificado/Ag contra S. aureus (a) e 
K. pneumoniae (b). A linha horizontal preta indica a concentração (CFU.mL-1) a t0. 
 
Esta forte atividade antibacteriana era esperada e poderá ser resultado da modificação 
química da matriz de quitosano com estes grupos específicos. Como descrito em alguns 
trabalhos [9, 48-51] os sais de amónio quarternários de quitosano apresentam atividade 
antimicrobiana superior ao quitosano não modificado. Jia et al.[50] tenta explicar este facto pelo 
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aumento de cargas catiónicas no caso dos sais quarternários enquanto Xie et al.[51] indica que nos 
derivados ocorre a formação de micro-áreas hidrofóbicas, devido às ligações por ponte de 
hidrogénio inter e intramoleculares, resultando na origem de partes hidrofóbicas e hidrofílicas que 
favorecem a afinidade estrutural entre os derivados e a parede celular das bactérias [9, 43, 52]. 
A presença de grupos alquilo também desempenha um papel importante na atividade 
antimicrobiana dos derivados de quitosano. Geralmente o aumento do número destes grupos assim 
como o comprimento da cadeia carbonada do substituinte aumenta a sua atividade. A melhor 
eficiência bactericida é explicada pela contribuição das frações hidrofóbicas destes derivados 
[7, 9, 53]. 
 
 
3.4. Nanocompósitos quitosano/Au 
De modo a testar comparativamente outro tipo de NPs metálicas na preparação de 
nanocompósitos com quitosano, foram preparados filmes compósitos usando NPs de Au. Foram 
escolhidas as NPs de Au pois apresentam tamanho e forma semelhante, quando usado o método de 
síntese idêntico ao das NPs de Ag. As NPs de Au foram obtidas através da redução, em meio 
aquoso, do complexo [AuCl4]- por ação dos iões citrato [54]. Este método deu origem a uma 
solução coloidal avermelhada que apresenta uma banda de absorção típica com máximo a 520 nm, 
indicativa da formação de NPs de Au (Figura 3.15a) [55]. O tamanho médio das NPs obtido por 
DLS foi de 14 ± 4 nm (Figura 3.15b). 
 
Figura 3.15 – Espetro ótico do coloide de Au e correspondente fotografia digital (a) e distribuição de 
tamanhos das NPs de Au, em água, obtida por DLS (b). 
 
A preparação dos nanocompósitos quitosano/Au foi realizada do mesmo modo que o 
descrito para os filmes análogos com NPs de Ag, ou seja, pela mistura em meio aquoso do 
quitosano com o coloide de Au. Também neste caso foram obtidos materiais finais na forma de 
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filmes compactos caracterizados por uma cor idêntica aos coloides iniciais de Au. A Figura 3.16 
mostra a fotografia digital do filme de quitosano/Au obtido e respetivo espectro ótico. No caso do 
nanocompósito observa-se uma banda de absorção na região do visível, devido à banda de SPR das 
NPs de Au, com um máximo de absorção a 554 nm. 
Como verificado nos filmes análogos com Ag preparada por redução com citrato, 
observou-se o alargamento da banda de absorção devida ao plasmão de superfície das NPs de Au 
assim como o deslocamento do máximo de absorção para comprimentos de onda superiores. 
Este comportamento observado em nanocompósitos celulose/Au [56], celulose/Ag [27] e 
celulose/Cu [57] pode dever-se a alterações na função dielétrica do meio circundante (mudança de 
água para celulose) e/ou acoplamento plasmónico devido à maior proximidade entre as NPs na 
matriz [58]. Outra explicação para este fenómeno pode dever-se à obtenção dos espetros dos 
nanocompósitos em modo de refletância difusa enquanto nos coloides é em modo de absorção. 
O alargamento da banda de SPR observado nos nanocompósitos pode dever-se à maior 
proximidade das NPs no filme de quitosano. 
 
Figura 3.16 – Fotografia digital do filme CH/Au (a) e respetivo espetro ótico (b). 
 
A Figura 3.17 mostra os resultados obtidos para a atividade antibacteriana contra a S. aureus 
e K. pneumoniae de filmes de quitosano, pululano e respetivos nanocompósitos com Au. 
Os resultados obtidos mostraram que apenas o nanocompósito CH/Au apresenta atividade 
antibacteriana contra ambas as espécies de bactérias, no entanto no caso da K. pneumoniae, o 
próprio filme padrão de CH já apresenta atividade. Este resultado era esperado devido ao 
conhecido efeito antibacteriano do quitosano, contrariamente ao que se verifica no pululano, não 
sendo, por isso, de estranhar que o filme pululano/Au não apresente diferenças em relação à 
respetiva amostra de controlo (PL). Para a S. aureus observou-se mesmo um aumento, apesar de 
ligeiro, do log CFU T24 do nanocompósito em relação ao PL. Este teste com o filme PL/Au 
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permitiu também verificar que a presença dos iões citrato nas NPs de Au não influencia a atividade 
antibacteriana. 
 
Figura 3.17 – Atividade antibacteriana das amostras de controlo, quitosano (CH) e pululano (PL) e dos 
nanocompósitos com NPs de Au contra S. aureus e K. pneumoniae. 
 
No nanocompósito CH/Au observou-se um aumento significativo da atividade antibacteriana 
em comparação com o respetivo filme controle de PL. Este facto mostra que a presença de NPs de 
Au no filme de quitosano tem influência na atividade antibacteriana destes materiais. Este resultado 
não era esperado pois os trabalhos publicados mostram que as NPs de Au isoladas não afetam o 
crescimento de bactérias [59], existindo apenas referência à atividade antibacteriana através da 
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conjugação com NPs de Ag [60] ou funcionalização com distintos compostos químicos (tióis [61], 
polieletrólitos [62]), antibióticos ou anticorpos [63, 64]. No entanto, mesmo a melhoria da 
atividade antibacteriana de antibióticos através da conjugação com as NPs de Au é controversa 
pois, como referido em alguns artigos, a conjugação provoca a agregação dificultando a sua 
ação [65]. Efetivamente as referências à atividade antibacteriana de NPs de Au isoladas são 
recentes e muito limitadas [66, 67]. O mecanismo de ação antibacteriano proposto para as NPs de 
Au é idêntico ao descrito para as NPs de Ag, nomeadamente no que diz respeito à ligação às 
membranas celulares alterando a permeabilidade e a respiração das bactérias [66]. 
O estudo agora realizado sugere um aumento da atividade antibacteriana, nomeadamente 
para a S. aureus, quando se passa do filme só com CH para o nanocompósito CH/Au. 
Zhao et al. [68] demonstrou que NPs de Au revestidas com pirimidinas substituídas apresentam 
atividade antibacteriana, sendo que estas moléculas isoladas não apresentam atividade. 
Apesar do quitosano apresentar, só por si, atividade antibacteriana não é de excluir a 
possibilidade que exista um efeito sinergístico das NPs de Au e o biopolímero. Este resultado vem 
suportar a ideia de que os mecanismos de ação antimicrobiana das NPs metálicas ainda não se 
encontram bem conhecidos, sendo necessários estudos adicionais. 
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3.5. Conclusões 
Neste trabalho foram preparados diversos nanocompósitos CH/Ag por mistura homogénea 
de quitosano (modificado e não modificado) com NPs de Ag previamente sintetizadas por métodos 
distintos: redução do sal de Ag(I) com borohidreto de sódio e redução com citrato de sódio. 
Os nanocompósitos preparados apresentam uma distribuição homogénea das NPs de Ag no 
filme, no entanto, à medida que se aumenta o teor de Ag, estas têm tendência a aglomerar 
aumentando a opacidade dos filmes. As propriedades óticas dos filmes são dependentes do teor de 
Ag nos nanocompósitos assim como da metodologia utilizada na síntese das NPs de Ag devido à 
distribuição de tamanho de partícula presente. Apesar destas diferenças a nível ótico, os resultados 
obtidos neste trabalho, também distinguem uma relação entre a metodologia de síntese das NPs de 
Ag e a atividade antibacteriana dos nanocompósitos. Verificou-se que, para teores de Ag 
semelhantes, os materiais preparados com NPs sintetizadas pelo método do borohidreto 
apresentaram uma atividade antibacteriana mais eficiente. 
Os materiais preparados mostraram atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas 
(S. aureus) assim como Gram-negativas (K. pneumoniae e E. coli). Os testes realizados nos 
nanocompósitos CH/Ag (NPs de Ag preparadas pelo método do citrato) evidenciaram que a 
inibição no crescimento de bactérias é afetada pelo teor de Ag. Geralmente o efeito antibacteriano 
aumenta com o teor de Ag nos nanocompósitos (inibição do crescimento para baixos teores de Ag e 
efeito bactericida significativo para teores elevados), no entanto o efeito é dependente do tipo de 
bactéria usada. 
Foi confirmado que filmes de quitosano sem NPs de Ag apresentam atividade antibacteriana. 
A comparação entre as diversas matrizes e nanocompósitos (preparados com o CH e derivados 
modificados quimicamente) mostrou uma atividade bactericida bastante elevada no caso dos filmes 
preparados com os derivados modificados de CH. Para as mesmas condições de ensaio, tanto para a 
S. aureus como para a K. pneumoniae, verificou-se a inativação de todas as bactérias inoculadas até 
ao limite de deteção do método. 
Os nanocompósitos CH/Au também apresentam atividade antibacteriana contra ambas 
espécies de bactérias podendo este efeito dever-se a um efeito sinergístico das NPs de Au com o 
biopolímero. Estes aspetos irão sem dúvida contribuir para estabelecer uma plataforma que 
permitirá o desenvolvimento de nanocompósitos à base de quitosano nos quais tanto as 
propriedades óticas como antibacterianas poderão ser ajustadas em função da aplicação prevista. A 
aplicação deste tipo de estruturas poderá ter relevância em materiais com aplicações específicas em 
ambiente hospitalar ou em materiais de embalagem especiais.  
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 Capítulo 4 
 
 
 
 
 
ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE FILMES DE 
NANOCOMPÓSITOS DE PULULANO E PRATA COLOIDAL 
 
 
Neste capítulo descreve-se a preparação e caracterização de nanocompósitos de pululano à base de 
prata. O pululano foi usado como matriz para dispersão das NPs de Ag sendo os materiais finais 
obtidos na forma de filmes. Ao contrário dos capítulos anteriores, os nanocompósitos aqui descritos 
foram investigados em termos da ação antimicrobiana, no que diz respeito ao seu efeito fungicida. 
Foi estudado o efeito antifúngico destes materiais contra o Aspergillus niger tendo-se realizado 
uma avaliação da sua atividade antifúngica como material de embalagem de frutos, nomeadamente 
para morangos. 
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4.1 Introdução 
A elevada resistência que várias estirpes microbianas têm desenvolvido relativamente a 
antibióticos comerciais é atualmente uma preocupação, tendo originado um aumento do número de 
estudos no que diz respeito ao desenvolvimento de materiais antimicrobianos mais eficazes [1-3]. 
Embora o uso de prata como agente antimicrobiano remonte a muitos anos atrás, tem havido um 
interesse renovado na sua utilização, nomeadamente através do uso na forma de NPs 
dispersas. [4, 5]. 
De facto este esforço na procura de novos materiais é demonstrado pelo elevado número de 
trabalhos publicados descrevendo a preparação de nanocompósitos contendo NPs de Ag, numa 
variedade de matrizes poliméricas. O uso de polímeros sintéticos como o nylon [6], poliéster [7], 
poli metacrilato de metilo [8], poli (álcool vinílico) [9] ou copolímeros [10] para este fim é um bom 
exemplo. Tal como referido no capítulo 1, o uso de biopolímeros tem ganho relevância devido 
principalmente à sua natureza renovável e possível biocompatibilidade e biodegradabilidade [11, 
12]. Nanocompósitos de prata com quitosano [13], celulose [14], amido [15], dextrano [16] e 
alginato [17] são alguns exemplos já descritos de materiais antimicrobianos baseados em 
biopolímeros. 
No entanto, tanto quanto temos conhecimento, não existem estudos descritos sobre a 
preparação de nanocompósitos que combinem NPs de Ag e o pululano. Para além deste facto, a 
maioria dos artigos descritos na temática dos materiais antimicrobianos incide sobre a atividade 
antibacteriana e não sobre a atividade antifúngica [18-20]. Esta é uma linha de investigação de 
relevância fundamental no desenvolvimento de novos fungicidas, uma vez que os fungicidas 
convencionais apresentam uma série de efeitos secundários prejudiciais ao homem além de 
poderem também ganhar resistência aos antifúngicos [21]. 
O pululano é um exopolissacarídeo produzido aerobicamente por certas estirpes de fungos 
polimórficos como o Aureobasidium pullulan. Este biopolímero é composto por unidades de 
maltotriose ligadas através de ligações α–(1–6) (Figura 4.1) [22]. 
O pululano é solúvel em água e insolúvel em solventes orgânicos, tendo elevadas 
propriedades de adesão e capacidade de formação de filmes. As respetivas soluções aquosas são 
estáveis e têm viscosidade reduzida, quando comparada com outros polissacarídeos. Os filmes de 
pululano são transparentes, comestíveis, altamente impermeáveis ao oxigénio, biodegradáveis e 
biocompatíveis para os humanos e para o ambiente. A sua estabilidade térmica e as suas 
propriedades mecânicas permitem a sua utilização nomeadamente na indústria alimentar e 
farmacêutica. Alguns exemplos são o seu uso como revestimentos ou materiais de embalagem para 
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alimentos secos e como revestimentos ou componentes para comprimidos e pílulas [22, 23]. Para 
além deste aspeto, o pululano pode ser modificado quimicamente [24, 25] ou usado em conjunto 
com outros polímeros [26], ou mesmo biopolímeros [27, 28], proporcionando novas 
funcionalidades e aumentando claramente a sua área de aplicabilidade. 
 
Figura 4.1 – Estrutura química da unidade básica do pululano. 
 
Seguindo o interesse no desenvolvimento de bionanocompósitos antimicrobianos descritos 
no capítulo 2 e 3 [29, 30], que poderão ser usados como materiais de embalagem ou no seu 
revestimento, neste capítulo é descrita a preparação e estudo da atividade antifúngica de filmes 
transparentes de pululano e NPs de Ag. 
A contaminação fúngica representa uma das causas mais comuns para a deterioração de 
alimentos, portanto os nanocompósitos aqui descritos poderão ter interesse no desenvolvimento de 
materiais de embalagem testando-se especificamente o A. niger pois é um dos contaminantes 
fúngicos mais comuns em alimentos [31]. 
O A. niger (Figura 4.2) é um dos micro-organimos mais importantes usados em 
biotecnologia sendo usado há muitos anos para produzir extracelularmente enzimas e ácido cítrico, 
apesar de atualmente poder ser usado também em tratamento de resíduos [32]. No entanto, este 
fungo que se reproduz através da formação de conídeos, que são esporos assexuados, provoca uma 
doença em algumas frutas e legumes chamada de mofo preto sendo caracterizada pelo 
aparecimento de manchas ou bolor preto. A inativação dos esporos do fungo é um desafio pois 
estes são protegidos por uma parede celular rígida sendo resistentes à dessecação e podendo 
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dispersar-se facilmente. Estas características permitem ao A. niger sobreviver em condições 
ambientais adversas, por períodos de tempo longos [33, 34]. 
 
Figura 4.2 – Placa de Petri inoculada com o A. niger e correspondente imagem de SEM mostrando as hifas, 
os conidióforos e os esporos. 
 
Neste trabalho, em particular, foi usado o A. niger como modelo de modo a investigar em 
detalhe o efeito na atividade antifúngica destes materiais nomeadamente na ação inibitória sobre a 
esporulação. Este estudo poderá ter grande relevância no desenvolvimento de novos 
bionanocompósitos com potencial aplicação em materiais de embalagem antifúngicos. Para além 
deste facto, este trabalho também permitirá um aprofundamento do conhecimento relativo a estes 
materiais assim como aos fenómenos subjacentes à sua atividade fungicida. 
 Este capítulo encontra-se dividido em três partes. Na primeira parte será apresentada a 
preparação e caracterização de filmes compósitos de pululano/Ag obtidos através de mistura direta 
das NPs de Ag com o biopolímero. Na segunda parte será apresentado o estudo da atividade 
antifúngica dos filmes. Será enfatizado o efeito do teor de Ag nos nanocompósitos e tamanho das 
partículas (método de síntese das NPs de Ag). Será avaliado, a título de ensaio prático, o efeito 
deste tipo de materiais sobre as hifas e mais especificamente sobre os esporos de A. niger. Na 
última parte será avaliada a atividade antifúngica dos nanocompósitos como material de 
embalagem para frutos, testando-se nomeadamente o revestimento de recipientes para embalagem 
de morangos. 
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4.2 Síntese e caracterização de nanocompósitos pululano/Ag 
Os nanocompósitos de PL/Ag foram preparados sob a forma de filmes transparentes por 
evaporação de solvente a partir de misturas de soluções aquosas de PL com NPs de Ag preparadas 
previamente. De igual modo ao realizado para os nanocompósitos CH/Ag (capítulo 3), as NPs de 
Ag foram preparadas por dois métodos distintos nomeadamente redução com borohidreto de sódio 
e citrato de sódio. A Tabela 4.1 apresenta as amostras PL/Ag investigadas neste estudo assim como 
a espessura dos filmes e respetivo teor de Ag (determinado por ICP). Para fins comparativos foram 
preparados um filme de controlo só com pululano (PL) e um filme de PL com nitrato de prata, sal 
usado na síntese das NPs de Ag (PL/Ag+). 
 
Tabela 4.1 – Caracterização do filme de pululano e dos nanocompósitos PL/Ag. 
Amostra Espessura (µm) Teor de Ag (% m/m) 
PL 66,3 ± 4,1 --- 
PL/Ag+ 62,6 ± 21,0 0,0628 
PL/AgB1 67,8 ± 19,5 0,0156 
PL/AgB2 66,2 ± 4,6 0,0317 
PL/AgB5 62,2 ± 9,6 0,0803 
PL/AgB10 74,2 ± 14,4 0,171 
PL/AgC1 68,3 ± 10,6 0,0466 
PL/AgC2 69,3 ± 15,8 0,111 
PL/AgC5 76,4 ± 11,3 0,151 
PL/AgC10 75,6 ± 9,5 0,241 
 
A Figura 4.3 mostra as imagens de TEM e os histogramas com as distribuições de tamanho 
das NPs de Ag usadas para a preparação dos nanocompósitos. O diâmetro médio das NPs de Ag 
preparadas por redução com o borohidreto estimado por TEM foi de 8,6 ± 2,7 nm, um valor 
ligeiramente inferior ao diâmetro hidrodinâmico obtido através da análise de DLS dos coloides 
(8,8 ± 2,4 nm). As NPs de Ag preparadas por este método apresentam uma carga superficial 
negativa (ζ = -19,5 mV a pH = 7,2) o que contribui para a estabilidade do coloide inicial e permitiu 
a preparação de misturas aquosas homogéneas com o pululano. 
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 No caso das NPs de Ag preparadas por redução com o citrato de sódio a distribuição de 
tamanhos é mais dispersa tendo-se obtido por DLS um diâmetro médio de 44 ± 25 nm com um 
valor de ζ = -35,9 ± 9,58 (pH = 7,1). Trata-se efetivamente de uma amostra polidispersa onde 
efeitos de tamanho de partículas terão de ser analisados criticamente. 
 
Figura 4.3 – Imagem de TEM das NPs de Ag sintetizadas e histograma com a respetiva distribuição de 
tamanhos: redução pelo borohidreto (a) e pelo citrato (b). 
 
A evaporação de água das misturas de pululano/NPs Ag deu origem a filmes transparentes e 
macroscopicamente homogéneos (Figura 4.4). A observação das fotografias mostrou que os filmes 
preservam a cor e estabilidade dos coloides de Ag iniciais previsivelmente devido ao impedimento 
da aglomeração das NPs pelas macromoléculas de pululano. Apesar de oticamente transparentes, 
todos os filmes exibem um gradiente de cor dependente do método de preparação das NPs de Ag 
assim como do teor de Ag usado na sua síntese. 
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Figura 4.4 – Fotografias digitais dos nanocompósitos de pululano com Ag: PL/AgB2 (a), PL/AgB5 (b), 
PL/AgB10 (c), PL/AgC1 (d), PL/AgC5 (e) e PL/AgC10 (f). 
 
Uma primeira evidência da boa homogeneidade dos nanocompósitos preparados foi obtida 
através da análise do espectro ótico (Figura 4.5). Os nanocompósitos PL/AgB apresentam um 
máximo de absorção à volta dos 420 nm, não se observado um alargamento da banda de SPR das 
NPs de Ag. Este resultado confirmou que, assim como descrito em diversos trabalhos com NPs de 
Ag e Au incorporadas em filmes com outros biopolímeros [29, 35], não ocorre a agregação em 
grande extensão das NPs durante a formação dos filmes. 
 
Figura 4.5 – Espetros óticos da matriz de PL e dos nanocompósitos PL/AgB (a) e PL/AgC (b). 
 
Os nanocompósitos PL/AgC apresentaram propriedades óticas diferentes dos seus análogos 
preparados com NPs de Ag preparadas por redução com o borohidreto. O máximo de absorção 
destes filmes é entre 450-500 nm observando-se uma banda muito ampla. Este aumento do máximo 
de absorção e alargamento da banda deve-se às NPs de Ag usadas para a síntese dos 
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nanocompósitos PL/AgC terem um tamanho maior e uma distribuição de tamanhos também mais 
alargada. Nestes filmes observa-se um aumento da opacidade em função do aumento do teor de Ag 
podendo dever-se à aglomeração das NPs de Ag no filme, uma vez que a espessura de todos os 
filmes é idêntica. Estes resultados são concordantes com os obtidos para os filmes compósitos 
CH/AgC descritos no capítulo 3. 
A análise de SEM dos filmes preparados (Figura 4.6) comprovou a distribuição uniforme das 
NPs de Ag no filme de PL mas, como verificado nos filmes com quitosano, estes acabam por se 
deteriorar durante a análise. Este facto acaba por impossibilitar a apresentação de imagens de SEM 
de boa qualidade, mesmo a baixas voltagens (Figura 4.6b).  
Os espectros de FTIR dos nanocompósitos preparados são similares ao da matriz de PL 
mostrando que o biopolímero mantém a sua identidade química após a formação dos filmes (Figura 
4.7).  
 
Figura 4.6 – Imagens de SEM do filme PL/AgC5. 
 
 
Figura 4.7 – Espetros de FTIR da matriz de PL e dos nanocompósitos PL/AgB (a) e PL/AgC (b).  
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Nos difratogramas de XRD apresentados na Figura 4.8 para os filmes de PL e PL/AgB5 
observou-se que apenas o do nanocompósito apresenta os picos correspondentes à fase Ag 
metálica. Os picos a valores de 2θ = 38,6º, 44,9º e 64,9º são atribuídos aos planos (111), (200) e 
(220) da estrutura cúbica de faces centradas, respetivamente [36]. O pico largo observado em 
ambos os difratogramas a 18,9º corresponde ao pululano não modificado [37]. 
 
Figura 4.8 – Difratogramas de raios X da matriz de PL e do nanocompósito PL/AgB5. 
 
4.3 Atividade antifúngica dos filmes de pululano/Ag 
A atividade antifúngica do filme de PL e dos diversos nanocompósitos preparados foi testada 
contra o A. niger. Foi analisada uma amostra de controlo onde foi utilizado o filme de PL sem a 
presença de Ag. A eficiência antifúngica dos diversos nanocompósitos PL/Ag, após 4 dias de 
incubação numa estufa a 26,5 °C, pode ser observada em termos da contagem das unidades 
formadoras de colonias (CFU.mL-1 - Figura 4.9) e na percentagem de inibição do crescimento 
fúngico (FGI - Tabela 4.2). 
 
Tabela 4.2 – Percentagem de inibição do crescimento fúngico (FGI) dos nanocompósitos PL/Ag no 
crescimento do A. niger. 
Amostra PL/AgB1 PL/AgB2 PL/AgB5 PL/AgB10 PL/Ag+ 
FGI (%) 12 22 45 76 61 
 
     
Amostra PL/AgC1 PL/AgC2 PL/AgC5 PL/AgC10  
FGI (%) 0 27 36 39  
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Figura 4.9 – Efeito do filme de PL e dos nanocompósitos PL/AgB, PL/Ag+ (a) e PL/AgC (b) no crescimento 
do A. niger (3 ensaios independentes).  
 
Para estas condições de estudo, os resultados obtidos demonstram claramente que os 
nanocompósitos inibem o crescimento do A. niger, dependendo a atividade antifúngica do teor de 
Ag e do método usado para a preparação das NPs de Ag. Observou-se uma relação direta entre o 
aumento do teor de Ag nos filmes e a percentagem de inibição (Tabela 4.2), verificando-se o efeito 
antifúngico mais elevado (FGI = 76%) para a amostra PL/AgB10. 
Os nanocompósitos com NPs de Ag preparadas por redução com borohidreto mostram uma 
atividade antifúngica superior aos análogos preparados com NPs de Ag obtidas por redução com 
citrato. A maior atividade poderá ser justificada pelo menor tamanho das NPs de Ag preparadas por 
redução com borohidreto, facilitando assim a sua entrada na membrana celular e parede dos fungos. 
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Verificou-se que no caso dos filmes PL/AgB ocorre um aumento gradual da atividade antifúngica 
com o aumento do teor de Ag. No caso dos filmes PL/AgC, a partir de teores de aproximadamente 
0,1% (m/m), a atividade antifúngica estabiliza. 
A relevância do teor de Ag na atividade antifúngica foi confirmada através de um teste 
específico onde foi usado o mesmo nanocompósito, utilizando-se o dobro da quantidade testada 
inicialmente (Figura 4.10). Como demostrado na Figura 4.10b, a placa de agar contendo o dobro da 
quantidade, na forma de disco (os dois discos foram colocados em cima um do outro), levou a uma 
inibição mais eficaz do crescimento do fungo. 
 
Figura 4.10 – Fotografias digitais das placas de agar contendo o nanocompósito PL/AgB10 na forma de 
disco inoculadas com A. niger, após 4 dias em contacto: 1 disco (a) e 2 discos (b).  
 
Este resultado é consistente com um processo que envolve a libertação de Ag(I) para o meio 
de crescimento. De facto, a atividade antimicrobiana das NPs de Ag está associada com 
mecanismos de libertação de iões Ag+ e a processos de oxidação devidos a reações que ocorrem na 
superfície das NPs [38-40]. 
Uma discussão fiável neste tópico tem que considerar as diversas variáveis que competem 
para o mecanismo específico do ponto de vista microbiológico. Em particular, deve-se distinguir a 
elevada diversidade de NPs de Ag usadas nos diversos estudos publicados que mostram que as 
características morfológicas e a sua química de superfície podem influenciar a atividade 
antimicrobiana [41, 42]. Apesar do grande debate nesta temática e do mecanismo de ação 
antimicrobiano da Ag não ser totalmente compreendido, vários estudos mencionam a relevância da 
libertação de iões de Ag(I) devido à oxidação da superfície das NPs de Ag quando estão em 
contacto com o meio dispersante [38, 40, 42]. As espécies solúveis de Ag(I) geradas aderem às 
membranas celulares dos micro-organimos perturbando drasticamente funções vitais como a 
respiração, a permeabilidade e a replicação [43]. Num estudo anterior foi demonstrado que o 
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crescimento do A. niger é inibido na presença de Ag2S (pKsp= 50,26) suportado em sílica indicando 
assim um efeito antimicrobiano devido à libertação de prata a partir de um sal insolúvel [38]. 
Em função destas constatações, avaliou-se a atividade antifúngica do filme de PL com 
AgNO3 (amostra PL/Ag+) comparando-se a sua atividade antifúngica com a obtida para os filmes 
de PL contendo NPs de Ag. A amostra PL/Ag+ exibiu uma atividade antifúngica superior 
(FGI = 61%) em comparação com os nanocompósitos com NPs de Ag com teores de prata 
semelhantes (PL/AgB5 e PL/AgC1, onde se obtiveram um FGI = 45% e 0%, respetivamente). Este 
resultado confirmou que a inibição do crescimento do A. niger deverá estar associada a um 
mecanismo que envolve a interação do fungo com as NPs de Ag ou com as suas espécies solúveis. 
Como discutido acima, estes catiões ou complexos de Ag(I) podem ser gerados in situ devido à 
oxidação da superfície do metal. Por conseguinte, e como passo seguinte nesta pesquisa, foi 
monitorizado por SEM o efeito das NPs de Ag no A. niger (Figura 4.11). Através da análise da 
Figura 4.11 verificou-se a presença de pequenas porções dos filmes nos conídios e nas hifas, no 
entanto os nanocompósitos estudados pareceram não afetar estas duas estruturas. 
 
Figura 4.11 – Imagens de SEM dos conídios (painel da esquerda) e hifas (painel da direita) do A. niger após 
exposição ao filme PL/AgB10 (painel inferior) em relação à amostra de controlo PL (painel superior). 
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Encontra-se descrito que as NPs de Ag provocam danos nas hifas de fungos filamentosos, 
nomeadamente no Colletotrichum gloeosporioides [19]. No entanto, não foram encontradas na 
literatura evidências experimentais para o efeito das NPs de Ag em esporos de fungos. Este aspeto 
tem grande importância porque a reprodução do A. niger envolve sobretudo a formação de esporos 
resistentes à dessecação e favoráveis à dispersão. O efeito dos nanocompósitos de PL/Ag nos 
esporos dos conídeos do A. niger para as condições estudadas é mostrado na imagem da 
Figura 4.12b em comparação com amostra de controlo contendo apenas o filme de PL 
(Figura 4.12a). 
 
Figura 4.12 – Imagens de SEM dos esporos do A. niger: amostra de controlo (a) e após contacto com o 
nanocompósito PL/AgB10 (b). 
 
O efeito disruptivo observado sobre os esporos de A. niger é claro por análise dos resultados 
de SEM. Estes resultados sugerem que os danos nos esporos estão associados às NPs de Ag 
provavelmente pela rutura das camadas externas das paredes dos esporos com subsequente 
vazamento do conteúdo citoplasmático causando assim a morte dos esporos. Este efeito verificado 
nos esporos acaba por ser semelhante ao mecanismo antibacteriano das NPs de Ag sobre diversas 
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bactérias tal como descrito em vários estudos [39, 44, 45]. A presença das NPs de Ag poderá 
originar espécies reativas de oxigénio ou que catalisem a oxidação de componentes celulares 
levando à rutura das membranas celulares.  
Uma análise mais detalhada dos esporos do fungo expostos aos nanocompósitos mostrou que 
este efeito disruptivo é mais pronunciado com o aumento de teor de Ag nos filmes. De facto, para 
teores elevados de Ag (PL/AgB10, PL/AgC5 e PL/AgC10) a maioria dos esporos já não apresenta 
a camada superficial característica em forma de picos verificando-se claramente o rompimento da 
estrutura celular (Figura 4.13a). Em alguns dos testes efetuados, nomeadamente nos que se usaram 
nanocompósitos onde as NPs de Ag foram preparadas pelo método do citrato, foi possível observar 
as NPs na superfície dos esporos (Figura 4.13b). É de notar que esta é a primeira vez que esta 
evidência surge na literatura [46] para a ação de NPs de Ag sob esporos de um fungo.  
 
Figura 4.13 – Imagens de SEM dos esporos do A. niger expostos aos nanocompósitos PL/AgB10 (a) e 
PL/AgC10 (b).  
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4.4 Avaliação da atividade antifúngica dos nanocompósitos como material 
de embalagem de frutos 
No sentido de se avaliar o interesse prático dos nanocompósitos como material de 
embalagem fez-se o seguinte teste. A atividade antifúngica dos nanocompósitos foi avaliada 
selecionando alguns dos nanocompósitos preparados e testando-se a capacidade do filme em 
retardar/evitar a formação de fungos em morangos. Para uma análise comparativa foi testado o 
filme de PL como uma amostra de controlo. Neste teste foram selecionados os morangos pois é um 
fruto suscetível ao aparecimento de fungos como o A. niger. 
Como o A. niger se propaga através da libertação de esporos, inicialmente testou-se a 
colocação de um morango em boas condições ao lado de um morango com fungos na superfície. 
Os morangos foram colocados em copos fazendo-se o revestimento dos recipientes com PL e com 
o filme compósito PL/AgB2. Em ambos os testes, e após 2 dias, os morangos inicialmente em boas 
condições apresentaram fungos. No entanto o apodrecimento dos morangos inicialmente com 
fungos levou à decomposição rápida de ambos os morangos. Quando se observou o aparecimento 
de fungos ambos os morangos estavam praticamente putrefactos (Figura 4.14). 
 
Figura 4.14 – Fotografias digitais dos morangos no recipiente revestido com filme de PL; t = 0 dias (a) e dos 
morangos no recipiente revestido com o filme compósito, t = 2 dias (b). 
 
De modo a evitar o apodrecimento dos morangos foi realizado um novo ensaio onde se 
colocou apenas 1 morango em cada recipiente. Para fins comparativos, neste teste além do copo 
revestido com o filme de PL e com o nanocompósito PL/AgB2 (ambos com furos), foi verificado o 
efeito de não colocar qualquer filme para proteção dos morangos. 
Como se pode observar na Figura 4.15, nos morangos colocados em copos sem filme, não se 
observou o aparecimento de fungos durante o ensaio. Este facto poderá dever-se à desidratação dos 
morangos ser facilitada pela ausência de filme.  
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Figura 4.15 – Fotografias digitais dos morangos durante o ensaio. 
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O efeito do revestimento com o filme de PL e com o nanocompósito PL/AgB2 é evidenciado 
na Figura 4.15 e na Figura 4.16.  
 
Figura 4.16 – Número de dias decorridos até aparecimento de fungos nos morangos embalados com filme de 
PL e com o filme compósito PL/AgB2. As barras de erro indicam o respetivo desvio padrão (n =3). 
 
Verificou-se que os morangos embalados com o filme compósito apresentam uma maior 
resistência ao aparecimento de fungos, demorando em média mais um dia até aparecerem fungos. 
Apesar da simplicidade do teste realizado, este pretendeu evidenciar a possibilidade de aplicação 
prática dos filmes obtidos. Naturalmente que este tipo de estudo deveria ser mais elaborado e em 
condições experimentais perfeitamente controladas. 
Os resultados obtidos sugerem que este tipo de peliculas em revestimentos de proteção de 
frutos de maior valor económico, ou de materiais de uso médico, poderá ser uma alternativa 
bastante interessante.  
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4.5 Conclusões 
Foi descrita pela primeira vez a preparação e caracterização de filmes compósitos de 
pululano e NPs de Ag. Os filmes sintetizados exibiram propriedades óticas distintas em função do 
teor de Ag e da metodologia utilizada na síntese das NPs. Estes filmes mostraram um forte efeito 
inibitório sobre a esporulação do A. niger levando à redução da sobrevivência deste fungo na 
presença destes materiais. Este efeito disruptivo das NPs de Ag sobre os esporos foi claramente 
demonstrado pela primeira vez através da análise de SEM. Os nanocompósitos com NPs de Ag de 
menor tamanho mostram uma percentagem de inibição superior verificando-se um aumento da 
inibição em função do teor de Ag nos filmes. 
 No entanto, permanecem em aberto perguntas importantes neste tópico para futuras 
pesquisas. Como evidenciado por diversos autores, os mecanismos associados à ação 
antimicrobiana das NPs de Ag não são compreendidos totalmente e neste contexto o conhecimento 
sobre a atividade antifúngica das NPs é ainda menor. Outra questão importante está relacionada 
com a eficiência dos materiais contendo Ag(I), ao nível do seu uso como agentes antifúngicos para 
tempos de exposição prolongados. 
A transparência ótica dos filmes de PL/Ag associada à sua bioatividade são características 
relevantes para o desenvolvimento de materiais de embalagem com atividade antifúngica 
nomeadamente para materiais médicos e/ou alimentares. 
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PREPARAÇÃO E ESTABILIDADE QUÍMICA DE 
NANOESTRUTURAS DE COBRE EM FIBRAS CELULÓSICAS 
 
 
Neste capítulo descreve-se a preparação e caracterização de nanocompósitos de celulose à base de 
cobre. Foi estudado pela 1ª vez o uso da CB na preparação de nanocompósitos celulose/Cu e 
investigado o processo de oxidação destes materiais quando expostos às condições ambiente. O 
processo de oxidação para distintos períodos de exposição ao ar foi analisado de modo a verificar o 
efeito de variáveis como a matriz celulósica (CV ou CB) e a morfologia das nanoestruturas de Cu 
(esferas ou fios). Foi efetuado o estudo da atividade antibacteriana dos nanocompósitos 
nomeadamente contra a S. aureus e a K. pneumoniae.  
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5.1 Introdução 
O desenvolvimento de nanocompósitos com propriedades novas e melhoradas tem levado a 
avanços significativos em diversas aplicações incluindo dispositivos óticos, eletrónicos e produtos 
biotecnológicos. Devido às propriedades das nanoestruturas serem dependentes do seu tamanho e 
forma, a comunidade científica tem vindo a apostar no estudo destas características [1-4]. 
Entre as nanoestruturas estudadas, as NPs de metais nobres têm-se evidenciado, 
nomeadamente as NPs de Au, Ag e Pd, devido a serem mais resistentes relativamente à 
oxidação [5-7]. Ao contrário dos metais nobres, as NPs de Cu apresentam a limitação de serem 
instáveis quimicamente conduzindo a uma rápida oxidação quando mantidas em condições 
 ambiente [4, 8-11]. Apesar deste facto, os nanocompósitos contendo cargas de Cu têm despertado 
um enorme interesse no fabrico de materiais de baixa resistência elétrica devido às suas 
propriedades condutoras e por serem uma alternativa potencialmente mais económica [12]. 
A utilização de nanocompósitos com NPs de Cu em aplicações antimicrobianas, nomeadamente na 
inibição do crescimento de bactérias, fungos e algas, assim como em catálise na produção de 
hidrogénio são outras aplicações já descritas para este tipo de materiais [13, 14]. 
Têm sido desenvolvidas diversas metodologias químicas e físicas para a síntese de 
nanoestruturas de cobre das quais se destacam a redução de sais de cobre(II) com agentes redutores 
distintos [15, 16], método do poliol [8], redução térmica [17], micoemulsão [18] ou deposição em 
fase gasosa e ablação por laser [19-21]. A maioria destes métodos é realizada em ambientes isentos 
de oxigénio (atmosfera de gás inerte) ou através da adição de estabilizantes químicos [4, 9]. 
No entanto, a remoção completa destes aditivos da superfície das NPs é muitas vezes complexa e, 
em alguns casos, tem um efeito prejudicial na aplicação prevista como por exemplo em catálise [9]. 
O controlo do tamanho e da morfologia tem sido usado para ajustar tanto as propriedades 
óticas como a reatividade química das NPs metálicas [22]. A preparação de NPs de Cu com 
geometrias distintas da esférica, como por exemplo nanofios (NFs), permite aumentar a 
estabilidade química dos materiais preparados (retardar a oxidação quando expostos ao ar) [23]. 
Esta vantagem é crucial no desenvolvimento de materiais para aplicação em condução elétrica. 
Para além disso, o uso desta morfologia pode abrir novas perspetivas em catálise [24, 25]. 
Por exemplo em estudos de eletrocatálise os NFs de Pt exibem uma excelente atividade superficial 
específica (1,45 mA/cm2) quando comparados com outras geometrias como nanotubos 
(0,38 mA/cm2) ou NPs esféricas (0,25 mA/cm2) [24]. 
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Apesar do progresso notável na síntese de nanoestruturas de cobre com várias 
morfologias [26], a sua produção em larga escala e posterior utilização em nanocompósitos à base 
de Cu, em condições ambiente, constitui ainda um grande desafio. Este facto é particularmente 
importante quando o objetivo é o desenvolvimento de materiais baratos e de uso generalizado 
como, por exemplo, a preparação de compósitos poliméricos contendo NPs inorgânicas [13, 27, 
28]. O fabrico em larga escala e bem-sucedido de produtos de base de celulósica contendo cobre 
implicará o desenvolvimento de métodos que promovam a estabilidade química da nanofase 
metálica retardando e/ou evitando a sua oxidação quando em condições normais de utilização. 
O número de trabalhos publicados nesta temática é bastante reduzido, tendo-se encontrado 
apenas algumas referências [13, 29-32]. O desenvolvimento de materiais antibacterianos por 
deposição eletrostática de NPs de Cu em fibras de algodão [13], o uso da celulose microcristalina 
como suporte poroso natural para os iões cobre(II) [29, 30], e a modificação superficial das fibras 
celulósicas com quitosano de modo a imobilizar os iões de cobre num primeiro passo seguindo-se a 
sua redução com um agente redutor comum como o borohidreto [31] são alguns dos trabalhos 
descritos. Li et al. [32] descreveu um método no qual a celulose é usada como agente redutor para a 
conversão do CuO em Cu através de síntese hidrotérmica em meio alcalino, na qual também é 
possível obter compostos de valor acrescentado como o ácido láctico ou o ácido acético. 
Nas metodologias já descritas para a obtenção de nanocompósitos celulose/Cu é 
normalmente usado um agente redutor como o borohidreto de sódio, sob atmosfera inerte, para 
redução dos iões de Cu(II). No entanto, também neste caso, um dos problemas é a inerente 
reatividade química das NPs de Cu no nanocompósito relativamente à oxidação, quando expostos 
ao ar, mesmo para tempos de exposição reduzidos. Este facto não só limita o uso destes materiais 
em estudos fundamentais em condições ambiente, como também diminui as suas aplicações 
potenciais como por exemplo em materiais condutores (elétricos, térmicos,…) ou em biossensores 
[33]. 
Neste contexto, o desenvolvimento de materiais à base de papel contendo nanoestruturas de 
cobre é um desafio devido à tendência das NPs de Cu oxidarem em contacto com o ar. O trabalho 
desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo no crescimento de NPs inorgânicas distintas em 
fibras celulósicas [34-37] levou ao estudo da utilização deste biopolímero como matriz natural para 
proteger as nanoestruturas de Cu através da sua preparação in situ ou pós deposição. Embora 
existam alguns trabalhos publicados sobre a utilização de compósitos celulose/Cu, este trabalho 
descreve pela primeira vez o estudo comparativo a nível do crescimento e estabilidade química de 
nanoestrutras de Cu em matrizes celulósicas distintas como a CV e a CB. Atendendo às diferenças 
já evidenciadas entre estes dois substratos [38, 39], nomeadamente a arquitetura tridimensional e 
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elevada capacidade de retenção de água da CB, é razoável assumir que o crescimento e estabilidade 
das nanoestruturas irão depender do tipo de celulose usada na síntese dos nanocompósitos. 
Foram realizados uma série de ensaios tendo em conta esta possibilidade variando-se o tipo 
de celulose, a morfologia das nanoestrutura de cobre e a metodologia de síntese de modo a obter 
um leque alargado de nanocompósitos. O estudo comparativo destes materiais poderá abrir novas 
perspetivas em relação à síntese e ao processo de oxidação dos nanocompósitos, assim como em 
relação às aplicações para este tipo de estruturas. 
Este capítulo encontra-se dividido em três partes. Na primeira parte será descrita a síntese e a 
caracterização de NPs de Cu assim como dos nanocompósitos correspondentes, sendo evidenciado 
o estudo do processo de oxidação dos nanocompósitos ao longo do tempo quando expostos ao ar. 
Na segunda parte será descrita a síntese e a caracterização de NFs de Cu e dos nanocompósitos 
correspondentes. Neste ponto além do estudo do processo de oxidação dos nanocompósitos 
celulose/NFs Cu será realizado o estudo comparativo com os nanocompósitos análogos preparados 
com NPs de Cu. Na última parte será demostrada a utilização dos nanocompósitos em estudos de 
atividade antibacteriana. 
  
Capítulo 5 
 
140 
 
5.2 Preparação e caracterização de nanoestruturas de cobre e de 
nanocompósitos celulose/Cu 
5.2.1 Preparação e caracterização de NPs de Cu e de nanocompósitos celulose/NPs Cu  
Os coloides de Cu foram sintetizados através do método descrito por 
Loo et al.[16]. Esta metodologia baseia-se na redução de catiões cúpricos usando o NaBH4 como 
agente redutor sob atmosfera de N2 e em solução aquosa. 
A Figura 5.1 a apresenta o espetro ótico dos coloides de Cu obtidos por este método. Na 
síntese foi obtido um coloide de cor vermelha que, tal como no caso dos coloides de ouro e prata, 
apresenta uma banda de SPR no visível. Através da análise da figura observa-se que o coloide tem 
uma banda com máximo de absorção a 568 nm [17, 40]. 
 
Figura 5.1 – Espetro ótico, correspondente fotografia digital (a) e análise de DLS da distribuição de 
tamanhos (b) do coloide de Cu. 
 
A distribuição de tamanhos de partícula obtida por DLS para o coloide (figura 5.1b) logo 
após a sua preparação indicou a presença de partículas com um diâmetro médio de 28 nm ± 5 nm. 
O valor de tamanho obtido foi validado através da análise de TEM, tendo-se obtido um tamanho 
idêntico (27 nm ± 7 nm). Esta pequena diferença poderá dever-se a que no DLS é obtido o 
diâmetro hidrodinâmico das NPs de Cu.  
No entanto, uma desvantagem inerente à utilização do coloide de Cu é a sua instabilidade 
química quando exposto ao ar pois, mesmo para intervalos de tempo curtos, as NPs de Cu têm 
tendência a oxidar. Este facto, observado experimentalmente durante a realização deste trabalho, 
acaba por limitar o uso das NPs de Cu [33]. Verificou-se que a banda SPR do coloide de Cu 
desaparece em menos de 24 horas quando é exposto ao ar (condições ambiente) levando à obtenção 
de uma solução inicialmente esverdeada que após algum tempo fica azul translúcida (Figura 5.2). 
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Este facto poderá dever-se à formação de espécies catiónicas de cobre(II) na solução tais como por 
exemplo [Cu(OH)4]2-. 
 
Figura 5.2 – Espetro ótico do coloide de Cu após 24 horas de exposição ao ar. 
 
Para transpor este obstáculo foi estudada a síntese destas estruturas de Cu finamente 
divididas em biopolímeros de modo a limitar, pelo menos em certa medida, a oxidação do metal e 
que poderá eventualmente levar à obtenção de nanocompósitos quimicamente estáveis. Atendendo 
aos trabalhos já publicados pelo nosso grupo e experiência nesta temática, nomeadamente na 
síntese de diversas NPs inorgânicas em substratos celulósicos [23, 34, 35], investigou-se a 
utilização deste biopolímero como matriz natural para a proteção das NPs de Cu. Estes estudos 
mostraram que as fibras celulósicas possuem a capacidade de reduzir sais metálicos às nanofases 
metálicas respetivas, como por exemplo ouro ou prata, podendo também ser usadas como matriz 
para deposição de NPs previamente preparadas. 
A metodologia seguida para a síntese dos nanocompósitos celulose/ NPs Cu consistiu na 
síntese das NPs na presença das matrizes celulósicas, nomeadamente CV e CB. A síntese in situ, 
como evidenciado no capítulo 1, é uma das principais estratégias descritas na literatura para a 
preparação de bionanocompósitos [41, 42]. 
A Figura 5.3 mostra os espetros óticos dos nanocompósitos obtidos seguindo esta 
metodologia e usando a CB como substrato. É possível observar que dependendo da concentração 
de sal de cobre(II) usada a cor dos nanocompósitos obtida é distinta. Comparando os espectros 
óticos dos nanocompósitos com o espetro do colóide inicial de Cu, observa-se um deslocamento do 
máximo de absorção para comprimentos de onda superiores (568 nm coloide, 580 nm e 595 nm 
para os nanocompósitos). 
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Figura 5.3 – Espetros óticos (função Kubelka/Munk) dos nanocompósitos CB/NPs Cu com as 
correspondentes fotografias digitais; concentração inicial de sal de cobre (CuSO4.5H2O): 0,01 (a) e 0,1 M (b). 
 
Este comportamento foi verificado em nanocompósitos celulose/Au [36], celulose/Ag 
(Capítulo 2), quitosano/Ag e quitosano/Au (Capítulo 3), podendo dever-se às razões já descritas. 
Na Figura 5.4 são apresentadas algumas imagens de SEM dos nanocompósitos obtidos. Estas 
imagens mostram uma ampla cobertura das fibras com NPs de Cu bem definidas (tamanho médio 
de aproximadamente 36 nm). Do mesmo modo ao verificado nos nanocompósitos de CB com Au e 
Ag [36, 43], as NPs de Cu não se soltam das fibras após imersão em água e agitação mecânica 
vigorosa. Esta é uma indicação de que as NPs de Cu estão retidas no nanocompósito e 
possivelmente ocorre uma adsorção química entre as fibras celulósicas e as NPs de Cu. É de 
salientar que a CB possui uma estrutura porosa composta por uma rede tridimensional de 
nanofibras, pelo que além das partículas ficarem depositadas à sua superfície estas podem ter sido 
incorporadas dentro da sua nanoestrutura através de um processo de difusão. 
A fim de investigar as transformações químicas que ocorrem no nanocompósito CB/Cu NPs, 
este material foi avaliado durante diferentes períodos de tempo de exposição ao ar. A Figura 5.5 
apresenta os espetros de FTIR do nanocompósito e da CB pura. 
Através da análise dos espectros de FTIR é possível observar que as bandas de absorção 
relativas à CB surgem a 3344 cm-1 (elongação OH), 2900 cm-1 (elongação CH), 1428 cm-1 (flexão 
CH2), 1370 cm-1 e 1280 cm-1 (flexão C-H), 1314 cm-1 (flexão OH), 1337 cm-1, 1236 cm-1 e 
1203 cm-1 (flexão C-O-H), 1161 cm-1 (elongação C-O-C), 1058 cm-1 (elongação CO e CC), 
1030 cm-1 e 983 cm-1 (elongação CO) [44]. Estas bandas não sofrem alteração quando passamos 
para os nanocompósitos. Esta análise evidencia que não ocorre degradação química das fibras 
celulósicas após a deposição das NPs de Cu, nem após o nanocompósito ser exposto ao ar durante 
várias semanas.  
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Figura 5.4 – Imagens de SEM dos nanocompósitos CB/NPs Cu. 
 
 
 
Figura 5.5 – Espetros de FTIR da CB pura (a) e do nanocompósito CB/NPs Cu: após a preparação (b) e após 
6 semanas de exposição ao ar (c). 
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A estrutura cristalina dos nanocompósitos CB/NPs Cu foi investigada por XRD de modo a 
estudar as fases inorgânicas dispersas nas fibras. A Figura 5.6 apresenta o difratograma de raios X 
do nanocompósito após a síntese e para tempos distintos de exposição ao ar da amostra. 
Verificou-se que, para o nanocompósito recém-preparado, está presente uma fase 
identificada como Cu metálico. Como se pode observar surgem 3 picos característicos da estrutura 
cúbica de faces centradas do cobre a 2θ = 43,3º, 50,5º e a 74,1º atribuídos aos planos (111), (200) e 
(220) [8]. Os picos mais intensos observados a 2θ = 15º e 22,5º são devidos à CB, nomeadamente 
às fases Iα e Iβ [45]. Além dos picos atribuídos às fases da CB e Cu metálico observam-se picos 
atribuídos ao CuCO3 e Cu(OH)2 [46, 47]. A presença do CuCO3 pode ser explicada devido à 
hidrólise de CO2 atmosférico e/ou ao carbonato vestigial que permaneceu na CB após a sua 
produção (ver secção experimental). O Cu(OH)2 poderá resultar da hidrólise do Cu(II) durante a 
síntese in situ dos nanocompósitos. 
 
Figura 5.6 – Difratogramas de raios X do nanocompósito CB/NPs Cu para tempos distintos de exposição ao 
ar. Fases: BC (*), Cu (), CuCO3 () e Cu(OH)2 (). 
 
Através da análise do difratograma conclui-se que não há uma evidência clara da presença de 
CuO e Cu2O na amostra. No entanto, a presença de óxidos de cobre não pode ser excluída pois 
estas fases podem estar presentes em quantidades muito baixas e os picos de XRD correspondentes, 
nomeadamente na região de 2θ entre 30–40º, podem estar encobertos. O estudo dos 
nanocompósitos ao longo do tempo de exposição ao ar mostrou que os picos relativos à fase de Cu 
metálico desaparecem para tempos de exposição relativamente curtos não sendo a sua presença 
clara após 2 semanas. 
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O CuCO3 é um composto verde-azulado cuja cor pode variar de azul claro a verde devido à 
presença de uma mistura de carbonato de cobre(II) e carbonato de cobre básico em vários estados 
de hidratação. A análise de cor dos nanocompósitos preparados, para tempos prolongados de 
exposição ao ar, altera-se para uma cor verde-azulada (Figura 5.7). Estas alterações de cor estão, 
obviamente, associadas a reações químicas que envolvem o cobre e os seus iões. 
Através da análise dos espectros óticos da Figura 5.7, observa-se que a banda correspondente 
às NPs de Cu (λmáx = 595 nm) acaba por desvanecer nos espectros óticos 2-3 semanas após a 
preparação dos materiais. Esta observação confirma o resultado obtido através da análise do 
difratograma de XRD do nanocompósito uma vez que no espetro é visível um aumento da banda de 
absorção na região espetral entre 300-500 nm e 600-800nm, provavelmente devido à presença de 
espécies de Cu(II) resultantes da oxidação das NPs Cu nomeadamente através da formação de 
Cu(OH)2. 
 
Figura 5.7 – Espetros óticos (função Kubelka/Munk) dos compósitos CB/NPs Cu para tempos distintos de 
exposição ao ar com as fotografias digitais respetivas: nanocompósito inicial (a), 2 semanas (b), 4 semanas 
(c), 6 semanas (d) e 8 semanas (e). 
 
Os resultados apresentados parecem indicar que a obtenção in situ das NPs de Cu na matriz 
da CB melhora a estabilidade química ao nível da oxidação (pelo menos durante duas semanas) em 
relação ao coloide exposto ao ar. Estas observações são uma evidência clara que a CB tem um 
efeito inibitório na oxidação das NPs de Cu incorporadas na sua nanoestrutura. 
Este facto contrasta com a estabilidade química observada para as NPs de Cu incorporadas 
nas fibras de CV, preparadas através da mesma metodologia descrita para a CB. Neste caso os 
nanocompósitos adquiriram uma cor verde imediatamente após a síntese das NPs, mostrando uma 
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oxidação bastante rápida em comparação com a oxidação lenta verificada para os nanocompósitos 
análogos de CB (Figura 5.8). 
Uma explicação para este comportamento distinto entre os nanocompósitos com CV e com 
CB, relativamente à oxidação do cobre, poderia ser dada com base na composição química destes 
dois tipos de fibras. No entanto, ambas as matrizes têm uma composição química similar [39] o que 
sugere que neste caso este parâmetro não será em princípio determinante. Outra explicação possível 
reside nas características morfológicas distintas entre estes dois substratos. A estrutura molecular 
da CV é idêntica à da CB mas as fibras de CV formam uma estrutura aberta em que a entrada de 
oxigénio é maior, facilitando a oxidação das NPs de Cu. Por outro lado, a CB é uma estrutura 
porosa composta por uma rede tridimensional de nanofibras que se entrelaçam de tal forma que 
acabam por atuar de certo modo como barreira à oxidação das NPs de Cu [48]. 
Um facto consistente com esta explicação poderá ser a função desempenhada pela rede de 
nanofibras nas primeiras fases de oxidação das NPs de Cu. Estas nanofibras poderão atuar como 
suporte na formação de um revestimento protetor, limitando a difusão de oxigénio para dentro da 
matriz de CB. Efetivamente, esta hipótese foi posteriormente confirmada por análise de SEM a 
vários compósitos de CB/NPs Cu expostos ao ar (Figura 5.9). 
 
Figura 5.8 – Imagens de SEM do nanocompósito CV/NPs Cu, espetro ótico com a fotografia digital 
respetiva e espetro de EDX confirmando a presença de cobre.  
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Figura 5.9 – Imagens de SEM dos compósitos CB/NPs Cu após seis semanas de exposição ao ar. 
 
Os resultados mostram que as NPs na superfície das nanofibras, que são mais propensas à 
oxidação, originaram um filme na superfície exterior da matriz. Como consequência esta película 
poderá ter limitado a extensão da oxidação evitando/retardando a oxidação das NPs de Cu 
localizadas no interior do nanocompósito. 
 
5.2.2 Preparação e caracterização de NFs de Cu e de nanocompósitos celulose/NFs Cu  
Os resultados apresentados mostraram que a incorporação das NPs de Cu designadamente na 
CB retarda a sua oxidação, no entanto para tempos de exposição ao ar prolongados verifica-se a sua 
oxidação. Devido a este facto, outra estratégia foi investigada de modo a obter nanocompósitos 
celulose/cobre quimicamente estáveis relativamente à oxidação. A metodologia seguida foi a 
alteração da reatividade química das NPs através da modificação da sua forma, utilizando-se 
nomeadamente NFs de Cu (Figura 5.10). 
Os NFs de Cu foram obtidos através de redução em meio aquoso com uma transformação 
praticamente quantitativa, de acordo com o descrito por Chang et al. [49]. A formação de cobre 
metálico através deste método é baseada na seguinte equação de redução do complexo de cobre(II) 
em meio alcalino. 
2 Cu2+ (aq) + N2H4 (aq) + 4 OH- (aq) → 2 Cu (s) + N2 (g) + 4 H2O (l) 
 
A obtenção do cobre metálico foi sugerida pelo desaparecimento da cor azul clara dos 
complexos de cobre(II) (por exemplo [Cu(OH)4]2-, [Cu(En)(OH)2], [Cu(En)2]2+). Como se pode 
observar na figura 5.10a, os NFs de Cu com diâmetros na gama de 90-220 nm e com 
comprimentos na ordem dos micrómetros permanecem no topo da mistura reacional. 
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Figura 5.10 – Fotografia digital dos NFs de Cu após a síntese (a), imagem de SEM (b), difratograma de 
raios X (c) e respetivo espetro de EDX (d) dos NFs de Cu.  
 
Os NFs de Cu (estrutura cúbica de faces centradas [50] - Figura 5.10c) foram incorporados 
nas matrizes celulósicas através da colocação das matrizes na solução aquosa de NFs e deixando-se 
a mistura em agitação. No entanto através desta metodologia ex situ, na CB os NFs ficaram 
amarrados na superfície da matriz (Figura 5.11a) enquanto na CV não houve qualquer ligação. 
Este facto poderá ser consequência do diferente tipo de morfologia das matrizes e da sua 
capacidade para dar origem a misturas compactas com estruturas unidimensionais relativamente 
longas como os NFs de Cu. No caso da CB, este processo é facilitado por pequenas nanofibrilas 
que se vão deslaçando da matriz e “enrolando” os NFs, originando uma estrutura tipo rede, como 
pode ser observado detalhadamente na Figura 5.11b. 
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Figura 5.11 – Imagens de SEM do compósito CB/NFs Cu. 
 
Apesar dos compósitos CB/NFs Cu evidenciarem ligeira oxidação quando expostos ao ar, 
este processo não é extenso e rápido como o observado para as NPs de Cu e nanocompósitos 
CB/NPs Cu. Esta observação é evidente através da análise da cor (Figura 5.12), espetros óticos 
(Figura 5.13) e difração de raios X (Figura 5.15b) dos nanocompósitos CB/NFs Cu quando 
expostos ao ar. 
Através da análise da Figura 5.12 é visível que no caso do nanocompósitos CB/NFs de Cu, a 
cor não varia significativamente com o tempo de exposição ao ar, contrastando com o observado 
para os compósitos análogos com NPs de Cu. A solução aquosa dos NFs de Cu não ficou 
transparente após 1 dia de exposição ao ar como se verificou para a solução de NPs de Cu. Neste 
caso, a adição de 1 gota de hidrazina é suficiente para a cor da suspensão se manter durante várias 
semanas. É de salientar que no caso dos nanocompósitos CB/NFs Cu não se adicionou hidrazina, e 
mantiveram a coloração inicial durante várias semanas. 
A Figura 5.13 mostra o espetro ótico dos compósitos CB/NFs para tempos distintos de 
exposição ao ar. A maior diferença no espectro destes compósitos, antes e após a exposição ao ar, 
verifica-se na região espetral entre os 400 e 500 nm sendo consequência provável da oxidação dos 
NFs de Cu. 
A banda de SPR das nanoestruturas de Cu é especialmente sensível ao tamanho e forma de 
partícula e à constante dielétrica do meio [51]. No entanto no espetro ótico dos compósitos 
CB/NFs Cu, e contrariamente ao que foi observado para os compósitos CB/NPs Cu, observa-se a 
banda SPR caraterística dos NFs de Cu (λmáx = 552 nm), oito semanas após a sua preparação. 
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Figura 5.12 – Fotografias digitais da suspensão aquosa dos NFs de Cu e do respetivo compósito com CB 
para tempos distintos de exposição ao ar. 
 
  
Figura 5.13 – Espetros óticos (função Kubelka/Munk) dos compósitos CB/NFs Cu para tempos distintos de 
exposição ao ar. 
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Este processo de oxidação no caso dos NFs de Cu secos e expostos ao ar é bastante rápido 
quando comparado com o nanocompósito de CB correspondente. As imagens de SEM 
(Figura 5.14a e Figura 5.14b) mostram que os NFs secos formam uma camada de cristalites na sua 
superfície identificadas por XRD como uma mistura de óxidos de cobre (Figura 5.15a). Através da 
análise de TEM confirmou-se a formação deste tipo de revestimento devido à oxidação da 
superfície dos NFs de Cu em cristalites que cresceram na forma de espinhos (Figura 5.14c). 
A imagem SEM do compósito CB/NFs Cu exposto às mesmas condições (Figura 5.14d) mostrou 
que os NFs de Cu na sua superfície apresentam uma deterioração menor e com uma textura 
distinta. Este facto é devido à formação de um filme fino de CuCO3 e Cu(OH)2, como observado 
anteriormente para o compósito CB/NPs Cu, tal como confirmado por XRD (Figura 5.15b). 
No entanto, e ao contrário dos resultados obtidos para os nanocompósitos CB/NPs Cu, o 
difratograma de raios X para os compósitos CB/NFs Cu mostra os picos do cobre metálico mesmo 
após um período prolongado de exposição ao ar. Este facto vem confirmar a análise dos espetros 
óticos dos nanocompósitos para tempos distintos de exposição ao ar. 
Estas observações confirmam a hipótese já demonstrada que a CB possui capacidade de 
limitar a oxidação das nanoestruturas de Cu sendo por isso um substrato mais adequado para a 
síntese de nanocompósitos celulósicos contendo este metal, relativamente à CV. 
 
Figura 5.14 – Imagens de SEM e TEM dos NFs de Cu secos e após 3 dias de exposição ao ar (a, b e c) e do 
compósito CB/NFs Cu após 5 meses de exposição ao ar (d). 
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Figura 5.15 – Difratograma de raios X dos NFs de Cu após 3 dias de exposição ao ar (a) e do nanocompósito 
CB/NFs Cu para tempos distintos de exposição ao ar (b). 
 
5.3. Estudos de atividade antibacteriana em nanocompósitos celulose/Cu  
Para avaliar a atividade antibacteriana dos nanocompósitos celulose/Cu realizou-se um 
estudo em alguns dos materiais sintetizados. Pretendeu-se deste modo analisar o efeito do substrato 
celulósico usado, a quantidade de Cu e o efeito da morfologia. A tabela 5.1 descreve as amostras 
estudadas assim como o seu teor final em Cu determinado por análise elementar. 
 
Tabela 5.1 – Nanocompósitos celulose/Cu analisados e correspondente teor final em cobre. 
Substrato Referência Cu (% m/m) 
CV 
CV - 
CV/Cu 0,55 
CB 
CB - 
CB/NPs1 0,93 
CB/NPs2 4,95 
CB/NFs 5,17 
 
Como descrito no capítulo 2, os nanocompósitos foram colocados em contacto com as 
suspensões de bactérias durante 24 h, sendo adotadas condições de ensaio com crescimento de 
bactérias. 
A Figura 5.16 apresenta os resultados obtidos para atividade antibacteriana dos 
nanocompósitos preparados em relação a duas bactérias distintas, nomeadamente a S. aureus e a 
K. pneumoniae (Figura 5.17), sendo a CV e a CB testadas como amostras de controlo. Através da 
Preparação e estabilidade química de nanoestruturas de cobre em fibras celulósicas 
 
153 
 
análise dos gráficos verifica-se que, para ambas as bactérias, as amostras de controlo não 
apresentam atividade antibacteriana para as condições testadas (valor da concentração praticamente 
idêntico à suspensão líquida microbiana – SLM). 
 
Figura 5.16 – Atividade antibacteriana das amostras de controlo e dos nanocompósitos com Cu (nanoesferas 
ou NFs) contra S. aureus e K. pneumoniae. 
 
 
Figura 5.17 – Fotografias digitais de placas de agar inoculadas com S. aureus e K. pneumoniae após 24 h. 
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No caso da S. aureus observou-se que a amostra BC/NPs2 apresenta maior atividade 
bactericida tendo os outros nanocompósitos atividades semelhantes entre si. Esta análise mostrou 
claramente a importância do teor da carga inorgânica na atividade antibacteriana, semelhante ao 
verificado no caso dos nanocompósitos com Ag. Através da observação dos dados obtidos para as 
amostras com NPs Cu (BC/NPs1 e BC/NPs2), o aumento do teor de Cu de 0,93% para 4,95% 
resultou num aumento significativo do efeito bactericida. O aumento da eficiência bactericida em 
função do teor de Cu está de acordo com o verificado na literatura para compósitos de Cu em fibras 
CV com quitosano, em testes de halo contra a E. coli [31]. A atividade antibacteriana das 
nanoestruturas de Cu é atribuída à libertação de iões Cu2+. No caso da K. pneumoniae foi observada 
uma melhoria da eficiência com o aumento do teor de Cu indicando que o efeito é semelhante em 
ambos os tipos de bactérias usadas. 
No entanto, apesar da amostra com teor mais elevado de Cu ser a BC/NFs, este 
nanocompósito não apresenta maior atividade antibacteriana. Este facto permitiu concluir que para 
o cobre, o efeito bactericida depende da morfologia das NPs. Visto o efeito antibacteriano das 
NPs de Cu em solução ser atribuído à libertação de iões, no caso dos nanocompósitos com NFs esta 
libertação poderá ser menor justificando assim a menor eficiência. 
Outro aspeto a referir é o efeito da matriz celulósica na atividade antibacteriana. No caso da 
S. aureus a amostra CV/Cu apresenta uma atividade similar à do nanocompósito BC/NPs1 (teor de 
Cu no CV/Cu é praticamente metade do obtido no nanocompósito BC/NPs1), no entanto, para a 
K. pneumoniae, o nanocompósito preparado na matriz de CV apresenta um efeito bactericida 
superior. A deposição superficial aliada à estrutura mais aberta da matriz de CV pode favorecer a 
maior libertação de iões Cu no nanocompósito com a CV, justificando a sua atividade 
antibacteriana. A maior libertação de iões metálicos em solução dos nanocompósitos com base na 
CV foi observada também no caso dos nanocompósitos celulose/Ag descritos no capítulo 2 
(ponto 2.4). 
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5.4. Conclusões 
Foram descritas estratégias distintas, nomeadamente in situ e ex situ, para preparar uma série 
de nanocompósitos celulósicos com nanoestruturas de cobre. Estas abordagens foram avaliadas 
através da variação do tipo de matriz celulósica usada (celulose vegetal ou bacteriana) e da 
morfologia das nanoestruturas usadas como cargas (esferas ou fios). A estabilidade química das 
nanoestruturas de Cu foi monitorizada através de técnicas como a espectroscopia ótica, difração de 
raios X e microscopia (varrimento e transmissão) permitindo o estudo da sua oxidação em matrizes 
celulósicas distintas. 
Apesar da reatividade superficial intrínseca das estruturas de cobre para formar espécies 
oxidadas, as fibras de celulose têm um claro efeito na extensão da sua oxidação. É de notar que as 
fibras de CB apresentam um efeito mais acentuado no retardar da oxidação em relação às fibras de 
CV que poderá dever-se principalmente à sua estrutura nanofibrilar. 
Os nanocompósitos celulose/Cu, de forma idêntica ao observado para os análogos com Ag, 
apresentaram atividade antibacteriana. A eficiência bactericida destes materiais revelou-se 
dependente de diversos fatores nomeadamente do teor de Cu, da morfologia das NPs e do tipo de 
matriz celulósica usada. 
Entre as metodologias usadas para obter nanocompósitos celulose/Cu, o uso da CB em 
conjunto com os NFs de Cu mostrou ser a que origina materiais com melhor estabilidade química 
ao nível da resistência à oxidação e quando expostos às condições ambiente. Para estas condições, 
os nanocompósitos são estáveis durante períodos de tempo prolongados, tornando-os bastante 
interessantes para o fabrico de materiais à base de cobre para aplicação antibacteriana ou em papel 
eletrónico. 
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Neste trabalho foram preparados materiais compósitos com base em diferentes biopolímeros 
e NPs metálicas, nomeadamente Ag, Au e Cu, recorrendo a diversas estratégias preparativas. 
Os biopolímeros estudados (CV, CB, quitosano e pululano) mostraram ser matrizes eficientes na 
preparação de nanocompósitos, permitindo verificar que a aplicabilidade destas matrizes pode ser 
alargada a novas aplicações que não apenas as tradicionais. 
A linha de investigação deste trabalho ao nível das aplicações foi focada na atividade 
antimicrobiana dos materiais preparados. Atendendo aos resultados obtidos, prevê-se que o uso 
destes bionanocompósitos possa ser promissor na produção de uma ampla gama de materiais 
interessantes onde a atividade antimicrobiana seja essencial. Estes novos materiais antimicrobianos 
poderão ser mais seguros e baratos em relação a alguns dos existentes atualmente, que acabam por 
ser tóxicos e irritantes para o ser humano. No entanto, devido às características específicas dos 
biopolímeros e do tipo de NPs usadas, outras áreas de investigação poderão ser estudadas no 
futuro. Alguns exemplos dessa possibilidade são as propriedades óticas no caso das NPs de Au e 
Ag e as propriedades condutoras no caso das NPs de Cu. Este facto acaba por ampliar ainda mais 
as possibilidades práticas do uso de materiais baseados em biopolímeros.  
 O estudo desenvolvido demonstrou que o método usado na preparação dos nanocompósitos 
influencia as propriedades finais apresentadas pelos materiais, sejam elas óticas ou 
antimicrobianas. Características como o tamanho, a forma, a aglomeração das NPs e o teor de carga 
inorgânica nos bionanocompósitos revelaram-se relevantes. No caso dos nanocompósitos 
celulose/Ag, estudos futuros deverão focar o uso de distintas metodologias preparativas, no 
entanto, devido ao teor de Ag ser o fator que mais influencia a atividade antibacteriana, terão de ser 
usadas amostras com teores semelhantes. Atendendo às preocupações atuais com a libertação e 
possível acumulação de iões Ag(I), tanto em células humanas como no ambiente, a cinética de 
libertação de Ag(I) pelos distintos materiais deverá ser estudada. 
O trabalho desenvolvido especificamente com o quitosano e respetivos derivados 
demonstrou que a modificação química acaba por ser uma abordagem simples e rápida. Esta 
modificação pode ser usada para melhorar a compatibilidade com as NPs, ajudar a obter uma 
dispersão mais homogénea das NPs na matriz ou mesmo melhorar as propriedades finais obtidas.  
O uso do pululano é um exemplo da procura de biopolímeros pouco referenciados na 
literatura e que podem ser usados na preparação de materiais interessantes em diversas aplicações. 
O estudo da sua atividade antifúngica foi bastante importante pois focou uma aplicação 
normalmente menos estudada dentro da atividade antimicrobiana. Este facto acabou por ajudar a 
compreender mecanismos subjacentes à atividade das NPs a nível dos fungos, tentando-se 
relacionar esse efeito com o verificado por exemplo em bactérias. Neste tipo de aplicação outros 
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estudos poderão ser realizados de modo a verificar até que ponto os fungos poderão ganhar 
resistência às NPs. A investigação realizada com estes filmes para revestimento de embalagens 
com frutos demonstrou o interesse prático destes materiais, no entanto estudos sistemáticos neste 
campo deverão ser efetuados no futuro. 
O trabalho realizado com as NPs de cobre confirmou, como esperado, que além da prata este 
metal também pode ser usado para obter materiais com propriedades antimicrobianas. Para além 
disso mostrou que no caso de cobre a sua elevada tendência para oxidar sob condições ambiente 
acaba por ser um fator que limita efetivamente o uso deste metal. Este estudo, dando enfoque a 
uma propriedade química poucas vezes referenciada, ou mesmo omitida em artigos de 
especialidade, como é a oxidação dos materiais à base de cobre, permitiu evidenciar a importância 
do substrato usado mas ao mesmo tempo da morfologia de partícula. Este facto ajudará no 
desenvolvimento de novos materiais baseados em nanoestruturas de Cu ajudando a desenvolver 
novas metodologias que consigam evitar/retardar a oxidação, abrindo novas perspetivas em 
diferentes áreas nomeadamente ao nível de papel eletrónico. 
Este estudo contribuiu para um maior conhecimento científico de materiais 
bionanocompósitos sendo previsível que ajude na criação de uma plataforma integrada de 
investigação, formação e transferência de tecnologia entre a área dos materiais derivados de fontes 
renováveis e a área da nanotecnologia. Atendendo à conjetura atual, justifica-se o desenvolvimento 
urgente de saberes no cruzamento destas áreas científicas. Contudo, outros contributos terão que 
ser dados e necessitam de ser desenvolvidos. Por exemplo, sabendo que as NPs (nomeadamente as 
de prata) são cada vez mais usadas como agentes antimicrobianos em aplicações diárias, mais 
estudos experimentais são necessários para tentar compreender o seu impacto ambiental. Do 
mesmo modo o mecanismo exato de interação das NPs com as diversas células (microbianas ou 
humanas) será um passo importante para perceber de que modo estas nanoestruturas provocam a 
sua inibição/morte. Estas são algumas questões que permitirão uma melhor compreensão da 
eficácia antimicrobiana e respetiva segurança, não só destes materiais, mas dos existentes 
atualmente no mercado.  
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7.1 Materiais e reagentes 
7.1.1 Biopolímeros 
Celulose 
As fibras de celulose vegetal (Eucalyptus globulus), pasta kraft branqueada EFC 
(comprimento médio de 0,9 mm e largura média de 20 µm), compostas essencialmente por celulose 
(~85%) e glucuronoxilanas (~15%) foram fornecidas pela Portucel (Portugal) tendo sido 
desintegradas e lavadas com água destilada antes da sua utilização. Para cada síntese foi utilizada 
uma consistência de 1% (1g de celulose/ 100 mL água).  
A celulose bacteriana pura formada pela Acetobacter xylinus foi recebida na forma de uma 
rede tridimensional molhada (estruturas nanofibrilares com 50-100 nm de largura). Para as sínteses 
realizadas com celulose bacteriana foram utilizadas amostras com dimensão de 2x2 cm2. No final 
das sínteses as amostras foram liofilizadas. 
 
Quitosano 
As amostras de quitosano foram cedidas pela Mahtani Chitosan Pvt. Ltd. (Índia) e 
purificadas antes de usar. O grau de desacetilação determinado por RMN 1H usando 1% de 
CD3COOD em D2O foi de 97% [1]. A massa molecular relativa obtida usando uma solução de 0,3 
M CH3CO2H/ 0,2 M CH3CO2Na a 25 °C foi de 350 000 g.mol-1 aplicando as constantes de Mark-
Houwink [2]. 
O derivado quaternário de amónio solúvel em água (HTCCH) foi obtido por reação do 
quitosano com o cloreto de glicidiltrimetilamónio (GTMAC) seguindo o procedimento descrito por 
Seong et al.[3]. 5 g de CH purificado foi dissolvido em 250 mL de uma solução de ácido acético 
1%, sendo posteriormente adicionado GTMAC (razão molar GTMAC/CH foi de 4/1), a solução 
ficou em agitação a 65 °C durante 24 h sob fluxo de N2. O derivado HTCCH foi precipitado e 
lavado com etanol (EtOH). O grau de substituição deste derivado foi determinado a partir do 
espectro de RMN 1H seguindo um método previamente descrito, tendo sido obtido um valor de 
aproximadamente 30% [1]. 
O derivado alquilo de quitosano, N-dodecil quitosano, foi obtido por reação do quitosano 
com o dodecanal usando o cianoborohidreto de sódio (NaBH3CN) seguindo o procedimento 
descrito por Desbrières et al.[1]. 5 g de quitosano purificado foram dissolvidas em 250 mL de uma 
solução aquosa de ácido acético 1% sendo esta solução deixada 48 h sob agitação mecânica à 
temperatura ambiente. Após a dissolução completa do quitosano, foram adicionados 150 mL de 
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EtOH sendo o pH da mistura ajustado a 5 de modo a evitar a precipitação do quitosano. Após este 
passo foi adicionada uma solução de dodecan-1-ol em EtOH e de seguida adicionado o 
cianoborohidreto de sódio em excesso (3 moles por macromolécula de quitosano). A mistura foi 
deixada em agitação constante durante 24 h à temperatura ambiente. Após este período o derivado 
de quitosano DCH foi precipitado com EtOH sendo finalmente lavado várias vezes com misturas 
de EtOH/H2O, aumentando-se a percentagem de EtOH de 70 para 100 % v/v. Neste caso o grau de 
substituição foi de aproximadamente 30% sendo também determinado a partir do espectro por 
RMN 1H. 
 
Pululano 
O pululano (98% e MW 272 kDa) foi adquirido ao grupo B&K Technology (China) e 
utilizado sem tratamento adicional. 
 
7.1.2 Reagentes 
Os solventes e reagentes químicos utilizados no decorrer deste trabalho foram adquiridos a 
várias empresas e foram usados sem nenhuma purificação prévia.  
Reagentes  
Ácido acético glacial Aldrich, 99,8% 
Borohidreto de sódio Riedel-de Haën, 95% 
Cianoborohidreto de sódio Aldrich, 95% 
Citrato de sódio BDH, 99% 
Cloreto de glicidiltrimetilamónio Fluka, 90% 
Cloreto de sódio Merck, p.a. 
Dodecanal Aldrich, 92% 
Etilenodiamina Aldrich, 99% 
Glicerol Sigma-Aldrich, 99,5% 
Hidrogenotetracloreto de ouro (III) trihidratado Aldrich, 99,9% 
Hidrazina hidratada Sigma-Aldrich, 50-60% 
Hidróxido de sódio Acrôs Organics, 98,5% 
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Nitrato de cobre (II) trihidratado RPE, p.a. 
Nitrato de prata (I) Aldrich, 99, 999% 
Poli(cloreto de dialildimetilamónio) (PDDA) 
Aldrich, 20 wt.% (MW 100 000 – 200 
000) 
Poli(4-estireno sulfonato de sódio) (PSS) Aldrich, p.a. (MW 70,000) 
Sulfato de cobre (II) pentahidratado Panreac, p.a. 
 
7.2 Procedimentos experimentais das sínteses químicas 
7.2.1 Síntese das NPs de Ag 
  
7.2.1.1 Redução do Ag+ com borohidreto de sódio 
Coloides aquosos de Ag foram preparados por redução direta do AgNO3 com excesso de 
NaBH4, adaptando o procedimento descrito na literatura para a síntese de NPs de Ag pelo método 
de Creighton [4]. A 240 mL de uma solução NaBH4 2 mM em banho de gelo e sob agitação 
vigorosa é adicionada, gota a gota, 80 mL de uma solução de AgNO3 1 mM. Após alguns minutos 
a solução adquire um tom amarelo sendo deixada em agitação durante mais 2 h. 
 
7.2.1.2 Redução do Ag+ com citrato de sódio 
A síntese das NPs de Ag por este método foi realizada por redução do AgNO3 com citrato de 
sódio. Colocou-se 50 mL de uma solução de AgNO3 1 mM em ebulição durante 10 min. Após esse 
período adicionou-se 1 cm3 de uma solução de citrato de sódio 1% (m/v) à solução de AgNO3, sob 
agitação vigorosa, deixando-se a mistura em refluxo durante 45 min. Depois desse período 
deixou-se arrefecer lentamente a solução até à temperatura ambiente [5]. 
 
7.2.2 Preparação in situ dos nanocompósitos celulose/Ag 
  
7.2.2.1 Redução do Ag+ com borohidreto de sódio 
As NPs de Ag foram depositadas nas fibras de celulose por redução direta do AgNO3 com 
excesso de NaBH4, adaptando o procedimento descrito no ponto 7.2.1.1 para a preparação de NPs 
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de Ag por redução com borohidreto de sódio. Tipicamente, a 240 mL de uma solução NaBH4 
2 mM contendo as fibras de celulose em banho de gelo e sob agitação vigorosa foi adicionada, gota 
a gota, 80 mL de uma solução de AgNO3 1 mM. Após alguns minutos a solução fica com um tom 
amarelado, deixando-se durante mais 2 h em agitação. Após a preparação dos nanocompósitos 
estes foram lavados diversas vezes com água destilada. Os nanocompósitos com celulose vegetal 
foram secos numa estufa a 110 °C durante 24 horas enquanto os nanocompósitos com celulose 
bacteriana foram liofilizados. Para a preparação dos nanocompósitos com diferentes teores de Ag a 
concentração de AgNO3 foi variada entre 0,033 e 2 mM, mantendo-se a relação molar em relação 
ao NaBH4. 
 
7.2.2.2 Redução do Ag+ sob radiação UV 
Os substratos de celulose foram imersos em 80 mL da solução aquosa de AgNO3 (1mM) e 
expostos a radiação UV (lâmpada UV com λ = 254 nm; P = 8 W) durante tempos distintos de 
exposição (5 a 60 min). Após a síntese as fibras foram filtradas e lavadas diversas vezes com água 
destilada de modo a remover AgNO3 vestigial que possa ter ficado retido nas fibras. As fibras de 
celulose (CV e CB) foram secas de modo idêntico ao descrito no ponto 7.2.2.1. 
 
7.2.3 Pós-deposição de NPs de Ag 
Os colóides de Ag foram preparados a partir da redução do AgNO3 com NaBH4 como 
descrito no ponto 7.2.1.1 mas neste caso na ausência dos substratos celulósicos. Foram preparados 
coloides com distintos teores de Ag a partir do coloide inicial de Ag. 
 
7.2.3.1 Preparação através da metodologia LbL 
A síntese dos nanocompósitos por LbL baseou-se num método descrito na literatura [6]. 
Foram preparadas soluções aquosas de PDDA e PSS a 1% (m/v) em NaCl (0,5 M). Num primeiro 
passo, as fibras de celulose vegetal foram imersas na solução de PDDA e deixadas em agitação 
durante aproximadamente 10 min. Após esse período, as fibras foram filtradas e lavadas com água 
desionizada de modo a remover o excesso de polieletrólito. Seguidamente as fibras foram imersas 
na solução de PSS e novamente na solução de PDDA, repetindo-se o procedimento seguido no 
primeiro passo (imersão e lavagem). Após este passo seguiu-se a imersão das fibras modificadas na 
solução coloidal de NPs de Ag preparadas anteriormente (10 min). O processo de secagem foi 
idêntico ao utilizado nas sínteses in situ. 
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7.2.3.2 Difusão das NPs de Ag para as membranas de BC 
As membranas de BC foram imersas nas soluções de colóides de Ag anteriormente 
preparadas durante 24 h. Após este tempo de imersão os nanocompósitos preparados foram lavadas 
repetidamente com água destilada e secos por liofilização. 
 
7.2.4 Estudo da libertação de Ag(I) pelos nanocompósitos celulose/Ag 
Para o estudo da cinética de libertação de Ag dos nanocompósitos celulose/Ag foram 
utilizadas 100 mg no caso dos CV/Ag e 10 mg para os BC/Ag. Os nanocompósitos, em triplicado 
para cada tempo analisado, foram então individualmente imersos em 10 mL de uma solução salina 
fisiológica a 37 °C. Ao fim de 6, 24 e 48 h foram retirados 2 mL de cada solução e o teor de prata 
foi analisado por ICP. 
 
7.2.5 Preparação de filmes compósitos quitosano/NPs metálicas 
 
7.3.5.1 Filmes quitosano/Ag 
As soluções de CH e do derivado anfifílico (1,5% m/v) foram preparadas através da 
dissolução dos respetivos biopolímeros em ácido acético (1% v/v). O HTCCH foi preparado de 
maneira similar, no entanto neste caso foi usada água destilada como solvente. Soluções aquosas 
dos coloides de Ag (20 mL) com diferentes teores foram adicionadas às soluções dos biopolímeros. 
As misturas foram homogeneizadas através de agitação mecânica durante 30 min e as suspensões 
obtidas foram desgaseificadas. 
Os filmes de quitosano (modificado e não modificado) e dos nanocompósitos foram obtidos 
por evaporação do solvente. As suspensões foram colocadas numa estufa ventilada a 30 °C durante 
24 h sendo usados pratos de acrílico (10 cm x 10 cm) como moldes. Os filmes foram retirados dos 
moldes e guardados num exsicador. 
 
7.2.5.2 Filmes quitosano/Au 
Os filmes de quitosano/Au foram preparados do mesmo modo que os filmes quitosano/Ag. 
As NPs de Au foram preparadas por redução de um complexo de Au (III), [AuCl4]-, com citrato de 
sódio seguindo o procedimento descrito na literatura [7]. Tipicamente, 1,88 mL de uma solução 
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aquosa de citrato de sódio (0,085 M) foi adicionada a 100 mL de uma solução aquosa de 
HAuCl4.3H2O (0,24 mM) a 80 °C e sob agitação. Seguindo este procedimento obtém-se uma 
solução coloidal avermelhada estável durante longos períodos, tanto em água como em etanol. 
 
7.2.6 Preparação de filmes compósitos pululano/Ag 
 Os coloides de Ag (10 mL) com diferentes teores foram adicionados a 30 mL da solução 
aquosa de pululano (9% m/v) sendo as misturas homogeneizadas através de agitação magnética 
durante 30 min. De modo a promover a plastificação dos filmes foi adicionado à mistura glicerol 
(15% em relação à quantidade de pululano). Os filmes foram obtidos de igual modo ao descrito 
para os nanocompósitos quitosano/NPs metálicas (ponto 7.2.5). Para fins comparativos foi 
preparado um filme contendo Ag iónica como descrito acima mas usando AgNO3 em vez dos 
coloides de Ag (a concentração de AgNO3 foi idêntica à usada na preparação dos coloides). Antes 
dos ensaios os filmes foram guardados num exsicador. 
 
7.2.7 Preparação de nanoestruturas de Cu e dos nanocompósitos celulose/Cu 
 
7.2.7.1 Preparação das NPs de Cu 
As NPs coloidais de cobre foram preparadas por redução do sulfato de cobre (II) com 
borohidreto de sódio em meio alcalino através do método descrito por Loo et al. [8]. A 60 mL de 
uma solução aquosa de citrato de sódio (5 x 10-3 M) adicionou-se 5 mL de uma solução aquosa de 
CuSO4.5H2O (1 x 10-2 M). Esta solução foi colocada sob fluxo de N2 durante alguns minutos após 
os quais foram adicionados, gota a gota, 30 mL de NaBH4 (2 x 10-2 M) e 30 mL de NaOH 
(2 x 10-2 M) sob agitação vigorosa. A mistura foi mantida sob agitação e atmosfera de N2 durante 
1 h. 
 
7.2.7.2 Preparação dos NFs de Cu 
Os NFs de Cu foram preparados por redução do nitrato de cobre (II) com hidrazina em meio 
alcalino segundo o procedimento descrito por Chang et al. [9]. A 20 mL de NaOH (15 M) é 
adicionado 1 mL de uma solução aquosa de Cu(NO3)2.3H2O (0,1 M). Esta solução foi mantida sob 
atmosfera de N2 e foi adicionado consecutivamente 150 µL de etilenodiamina e 25 µL de hidrazina. 
Após esta adição, a mistura foi colocada sob agitação vigorosa e a temperatura aumentada para 
60 °C durante 1 h.  
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Seguindo este procedimento obtém-se uma solução avermelhada dos NFs que ficam em 
suspensão na mistura reacional. Os NFs foram então isolados por centrifugação e lavados com água 
destilada várias vezes de modo a remover possíveis reagentes que não tenham reagido. 
 
7.2.7.3 Preparação dos nanocompósitos celulose/Cu 
A síntese dos nanocompósitos celulose/NPs Cu foi realizada através do procedimento 
descrito para as NPs de Cu (ponto 7.2.7.1.) mas neste caso na presença das fibras celulósicas 
(vegetal e bacteriana). Inicialmente, as fibras são misturadas com a solução aquosa do sal de 
cobre (II) durante 1 h e após este período é adicionada a solução redutora à suspensão. 
Os nanocompósitos adquirem uma cor avermelhada após a redução completa do cobre (II). 
Foi preparado um nanocompósito partindo de uma concentração de CuSO4.5H2O de 0,1 M 
(mantendo todas as concentrações dos outros reagentes) de modo a obter um nanocompósito com 
um teor de Cu superior. 
Para os nanocompósitos celulose/NFs Cu, as fibras celulósicas (CV e CB) foram adicionadas 
a 20 mL da suspensão de NFs de Cu previamente preparada. A mistura foi mantida sobre agitação 
constante, à temperatura ambiente e sob atmosfera de N2, durante 3 h. 
Todos os nanocompósitos obtidos foram posteriormente recolhidos por filtração e lavados 
diversas vezes com água destilada. Enquanto os nanocompósitos com CV foram secos durante toda 
a noite num exsicador com sílica gel os nanocompósitos com CB foram liofilizados. 
 
7.3 Culturas e meios de cultura para os ensaios antibacterianos 
As estirpes microbianas utilizadas neste trabalho foram fornecidas pelo DSMZ - Deutsche 
Sammlung von und Mikroorganismen Zellkulturen GmbH (Coleção Alemã de Micro-organismos e 
culturas celulares). B. subtilis ATCC 6633 (DSM 347), K. pneumoniae ATCC 4352 (DSM 789), 
S. aureus ATCC 6538 (DSM 799) e E. coli ATCC 10536 (DSM 682) foram mantidas congeladas 
(-80 °C) e transferidas mensalmente para TSA (Tryptone Soya Agar) preparado com triptona 
15 g.L-1; peptona de soja 5 g.L-1; NaCl 5 g.L-1 e agar bacteriológico neutralizado 15 g.L-1. 
  
Parte experimental 
 
175 
 
7.4 Ensaios antimicrobianos de nanocompósitos 
 
7.4.1 Avaliação da atividade antibacteriana dos nanocompósitos celulose/Ag, 
quitosano/Ag e celulose/Cu 
A atividade antibacteriana dos nanocompósitos preparados foi testada em diversas bactérias, 
nomeadamente B. subtilis, S. aureus, K. pneumoniae e E. coli. As bactérias foram cultivadas a 
37 °C durante toda a noite em 20 mL de um meio de cultura composto por 1 g.L-1 de extrato de 
carne, 5 g.L-1 de peptona neutralizada, 2 g.L-1 de extrato de levedura e 5g.L-1 NaCl (agitação 
horizontal a 100 rpm) com exceção da B. subtilis que foi cultivada a 30 °C. 
O método usado para a avaliação da atividade antibacteriana foi baseado numa metodologia 
padrão (dynamic shake flask method) [10], normalmente usado em têxteis para avaliar os aditivos 
antimicrobianos contidos nas fibras. As amostras a testar foram colocadas na suspensão líquida das 
bactérias e colocadas sob agitação vigorosa durante todo o ensaio de modo a garantir um bom 
contacto entre as fibras e as bactérias. Para os tempos 0 e 24 h, a concentração bacteriana 
(CFU.mL-1) da suspensão microbiana foi determinada através da diluição em série das suspensões 
em placas de agar de modo a obter o número total de bactérias (CFU). 
As condições de teste foram as seguintes: 
- Suspensão líquida microbiana: 10 mL (nanocompósitos celulose/Ag) ou 5 mL 
(nanocompósitos CH/Ag) de tampão fosfato (0,3 mM, pH 7,2) inoculado com as bactérias (10-4 a 
10-5 CFU.mL-1). 
- Volume total do frasco: 100 mL (nanocompósitos celulose/Ag) e 25 mL (nanocompósitos 
CH/Ag). 
- Incubação das amostras: 24 h a 23 ± 1 °C sob agitação vigorosa. 
- Quantidade de amostra testada: 300 mg para amostras com CV, 50 mg para amostras com 
BC/Ag, e 10 mg para os nanocompósitos de quitosano (para a BC e quitosano, os materiais foram 
cortados em pequenos pedaços), derivados modificados quimicamente do quitosano e pululano. 
- Todas as amostras foram esterilizadas. 
- Amostras de controlo: As amostras dos vários substratos sem a presença de NPs foram 
testadas como amostras de controlo enquanto o crescimento das bactérias em placas contendo 
apenas o pré-inóculo das mesmas foi usado como referência interna do método. 
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Geralmente foram testadas dois tipos distintos de condições: 
(a) Sem crescimento de bactérias: ausência de nutrientes no meio de cultura (para validar o 
teste antibacteriano pelo menos o mesmo numero de bactérias inicialmente inoculado é 
esperado no fim do teste para as amostras de controlo). 
(b) Com crescimento de bactérias: 5% do caldo nutritivo no meio de cultura (para validar o 
teste pelo menos o aumento de 1 valor no log da concentração inicial de bactérias é 
esperado no fim do teste para as amostras de controlo). 
 
Foram realizadas amostras de controlo em todos os ensaios antibacterianos usando todas as 
matrizes puras. A atividade antibacteriana de todos os nanocompósitos foi calculada através da 
fórmula: 
log redução = log CFU T24 amostra de controlo – log CFU nanocompósito 
 
7.4.2 Avaliação qualitativa da atividade antibacteriana dos nanocompósitos CH/Ag 
(teste de halo) 
Amostras dos filmes de CH/Ag sob a forma de pequenos discos foram colocadas em placas 
de agar inoculadas previamente com a S. aureus. Após a incubação, a presença de uma zona de 
inibição por baixo e à volta do disco foi verificada por controlo visual. As condições específicas 
adotadas neste teste foram: 
- Preparação das placas de agar: o PDA (potato dextrose agar) para as placas foi fundido 
no micro-ondas e condicionado num banho de água a 45 °C sendo o agar posteriormente inoculado 
com a suspensão da S. aureus até uma concentração final de bactérias no meio de 
aproximadamente 1 x 105 CFU.mL-1. 20 mL de agar inoculado foram colocados em placas de Petri 
e deixados a solidificar. 
Foram cortadas amostras sob a forma circular (15 mm de diâmetro) dos filmes de CH/Ag. 
Cada disco foi colocado no centro de uma placa de Petri inoculada. Estas placas foram então 
incubadas durante toda a noite a 37 °C. Cada nanocompósito, assim como a amostra de controlo 
(filme de CH), foram testados em duplicado. Foi também testada uma placa de controlo inoculada 
com o S. aureus sem a adição de nenhum filme. 
Após a incubação a presença de halos de inibição à volta das amostras foi verificada e 
medida se presente. Para além disso, os discos dos nanocompósitos foram removidos de modo a 
verificar a presença ou ausência de crescimento de bactérias por baixo das amostras. 
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7.4.3 Avaliação da atividade antifúngica dos nanocompósitos pululano/Ag 
 O fungo usado para a determinação da atividade antifúngica dos filmes de pululano/Ag foi o 
A. niger. Os filmes sob a forma de disco (3 cm de diâmetro) foram colocados no centro das placas 
de Petri inoculados com PDA. Antes de cada ensaio, o fungo foi cultivado aerobicamente por 48 h 
a 25 °C no caldo nutritivo. Em seguida, uma alíquota desta cultura (100 µL) foi transferida 
assepticamente para 100 mL de uma nova solução de caldo nutritivo deixando-se a crescer durante 
a noite a 25 °C. As suspensões do fungo foram preparadas a partir desta nova solução sendo diluída 
100 vezes em solução de Ringer. Foram transferidos e posteriormente espalhados 100 µL desta 
suspensão líquida para as placas de PDA com os filmes (amostras de ensaio) de acordo com a 
norma NP 3277-1 (1987). Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Outro ensaio contendo 
apenas o filme de pululano puro (amostra de controlo) foi efetuado também em triplicado. 
Após 4 dias de incubação numa estufa a 25 °C, foi contado o número de colónias e determinado o 
número de unidades formadoras de colónias por mililitro (CFU.mL-1). A percentagem de inibição 
fúngica (FGI) dos filmes ao A. niger foi calculada através da fórmula: 
FGI	% = Cg − TgCg x	100 
Onde Cg é a concentração média do conjunto de amostras de controlo e Tg é a concentração 
média do conjunto analisado (amostras de ensaio). Os valores obtidos para a concentração de cada 
uma das amostras correspondem à média de três experiências independentes e são representadas 
com barras de erro correspondentes aos respetivos desvios padrão. 
 
7.4.4 Estudo da atividade antifúngica dos nanocompósitos PL/Ag como material de 
embalagem de frutos 
Neste trabalho foram utilizados morangos como fruto de estudo e o nanocompósito 
PL/AgB2 como filme de revestimento a avaliar. O filme de PL foi utilizado como amostra de 
controlo. 
Numa primeiro teste colocou-se num recipiente um morango saudável perto de outro 
morango em decomposição (com fungos), fazendo-se o controlo diário das amostras. Os filmes 
usados para o revestimento dos recipientes foram furados para poder haver circulação de ar. 
Após este ensaio, colocou-se apenas um morango em boas condições em cada recipiente, 
testando-se neste caso o uso de um recipiente sem qualquer filme para revestir os morangos. De 
igual modo os filmes foram furados de modo a terem pequenos orifícios. Este ensaio foi realizado 
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em triplicado para todas as amostras. As amostras foram controladas diariamente de modo a 
verificar o tempo necessário para a observação do aparecimento de fungos. 
 
7.5 Técnicas e métodos de caracterização instrumental 
 
7.5.1 Difração de raios X de pós (XRD) 
A difração de raios X foi efetuada à temperatura ambiente usando um difractómetro Philips 
X’Pert MPD usando radiação Cu-K
α 
(λ=1,54178 Å) a 40kV/50mA. As amostras de 
nanocompósitos foram prensadas e seguidamente depositadas num substrato de Si antes de 
analisadas. 
 
7.5.2 Dispersão dinâmica de luz (DLS) 
A análise do tamanho de partículas e medição do potencial Zeta das soluções foi realizado 
usando um ZetaSizer Nano ZS (green badge) modelo Zen3500 da Malvern.  
 
7.5.3 Espetrometria de emissão atómica por ICP 
As análises químicas dos elementos Ag, Au e Cu foram realizadas num espectrómetro Jobin 
Yvon 70 Plus no Laboratório Central de Análises de Aveiro. De forma a garantir a solubilização de 
todos os elementos, as amostras foram digeridas com uma solução de HCl/HNO3/HClO4 e 
posteriormente sujeitas a aquecimento num forno micro-ondas. 
 
7.5.4 Espetrometria de RMN 1H 
Os espetros de RMN 1H das amostras de quitosano foram registrados usando um 
espetrofotómetro Brüker DRX Advance 300. As amostras foram preparadas adicionando, num tubo 
de RMN, uma pequena quantidade de amostra (cerca de 5 mg) a 3 mL de D2O. Os espetros foram 
adquiridos a 300,13 MHz.  
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7.5.5 Espetroscopia de UV-Vis 
Os espetros de absorção de UV-Vis das amostras líquidas foram registados num 
espetrofotómetro Jasco V-560 UV/VIS (190-900 nm), usando cuvetes de quartzo e o respetivo 
solvente como referência. Os espectros de absorção das amostras sólidas foram adquiridos 
aplicando a função Kubelka/Munk aos espetros obtidos no modo de refletância difusa utilizando o 
mesmo equipamento e usando MgO como referência. 
 
7.5.6 Espetroscopia vibracional 
FTIR - Os espetros de absorção no infravermelho foram registados a partir de pastilhas de 
KBr (1 %) num espectrómetro com transformadas de Fourier, Mattson 7000, para uma gama de 
números de onda de 200 a 4000 cm-1, com resolução 4 cm-1 e 32 acumulações. Os espetros de 
infravermelho usando o modo de ATR foram obtidos no mesmo espectrómetro equipado com um 
sistema de refletância total atenuada da Specac MKII – Golden Gate, com resolução de 4 cm-1 e 
256 acumulações diretamente a partir da amostra sólida. 
Raman - Os espetros de Raman foram obtidos utilizando um espectrómetro com 
transformadas de Fourier, Brüker RFS100/S (laser Nd:YAG, excitação 1064 nm), numa gama de 
números de onda de 50 a 4000 cm-1, com resolução 4 cm-1 e número de acumulações e potência de 
laser diversos (em função da amostra). Os espetros foram obtidos a partir de amostras sólidas. 
 
7.5.7 Medição da espessura dos filmes 
A espessura dos filmes compósitos com quitosano e pululano foi medida usando um 
micrómetro digital modelo MDE.25TJ da Mitutoyo Corp. A espessura média foi calculada através 
de 10 medições em cada amostra do nanocompósito em posições distintas. 
 
7.5.8 Microscopia eletrónica de varrimento (SEM) e de varrimento em transmissão 
(STEM) de alta resolução 
A microscopia eletrónica de varrimento foi realizada usando um microscópio FEG−SEM 
Hitachi S4100 operando a 25 kV e um microscópio de baixa voltagem FE-SEM Hitachi SU70-47 
equipado com um acessório de espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDX) (Detetor 
EDX: AXS Bruker, Soft-290ware: Quantax). A preparação das amostras consistiu em colar os 
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filmes com cola de carbono, num substrato de alumínio. As amostras foram previamente 
“depositadas” com carbono (usando um evaporador de carbono). 
A microscopia eletrónica de varrimento em transmissão de alta resolução foi realizada num 
microscópio FE-SEM Hitachi SU70-47 operando a 30 kV em modo de varrimento ou de 
transmissão, respetivamente. Para realizar estas análises, as amostras foram dispersas em água ou 
etanol, tendo-se colocado uma alíquota da amostra sobre uma grelha de cobre revestida com filme 
de carbono, deixando o solvente evaporar antes da análise. 
 
7.5.9 Microscopia eletrónica de transmissão (TEM) 
A microscopia eletrónica de transmissão e a análise por EDX das nanopartículas foram 
realizadas num microscópio Hitachi H-9000 operando a 300 kV. A preparação das amostras 
consistiu em colocar uma alíquota da amostra sobre uma grelha de cobre revestida com filme de 
carbono amorfo ou mergulhar a grelha na dispersão, deixando o solvente evaporar antes da análise.  
 
7.5.10 Microscopia de força atómica (AFM) 
Foi utilizado um microscópio MultiMode Scanning Probe com um controlador 
NanoScope IIIA no modo de contacto (tapping mode). 
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